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OZET

Sperm Konsantrasyonunun Belirlenmesinde Makler Kamarasi ve Gelistirilmis
Neubauer Hemositometresi ile Yapilan Sayimlarin Tutarhhik Diizeyleri

Ureme cagindaki ciftler incelendiginde, infertilite probleminin yaklasik
yarisin1 erkek faktoriiniin olusturdugu gosterilmistir. Erkek fertilite potansiyelinin
degerlendirilmesi agirlikli olarak semen analizinin sonuglarina dayanir ve analizin
ana parametrelerinden biri sperm konsantrasyonunun belirlenmesidir. Sperm
saymminda ¢ok ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Bu ydntemlerden biri olan
Gelistirilmis Neubauer hemositometre, DSO tarafindan altin standart olarak kabul
edilmistir. Teknoloji gelistikge, tireticiler sperm konsantrasyonunu belirlemek igin
daha hizli, yeni ve dogru yontemler gelistirmeye caligmiglar ve rutinde en sik
kullanilan sayim odalarindan biri olan Makler kamaray1 gelistirmislerdir. Ancak pek
cok aragtirmaci iki yonteme ait 6l¢iim sonuglar1 arasinda uyum eksikligi bulmustur.
Bizde bu tez g¢alismasinda; iki yontemi Bland-Altman analizi ile karsilagtirarak,
yontemlerin birbirleri yerine kullanilabilmesi igin iki yontem arasindaki farklarin
yeterince kii¢iik olup olmadigini arastirmay1 amagladik.

Bu amagla Balikesir Universitesi Saghik Uygulama ve Arastirma Hastanesi
Androloji Laboratuvarina rutin semen analizi i¢in bagvuran 100 gonllli hasta
calismaya katildi. Makler kamara olgiimlerinin dogrulugunu degerlendirmek igin
ESHRE’nin belirlemis oldugu standart prosediire gore Gelistirilmis Neubauer
hemositometre kullanilarak sonuglar karsilagtirildi. Metotlar yiiksek korelasyon
gosterdi (0,97). Bland-Altman analizine gore, Makler kamara, hemositometreye goére
22,03 birim yiiksek okudugu sonucuna varildi. Ayrica hastalar; 0-10, 10-20, >20
milyon/ml referans araliklarina, semende viskozite, agliitinasyon varlifina gore
gruplara ayrildi. iki metot uyumu bu gruplara gore ayr1 ayr1 degerlendirildi. Makler
kamara her birinde fazla okuma egilimi gosterdi.

Sonug olarak, iki yontemin bilinen gercek bir degeri yoktu. Bizde Bland-
Altman analizi ile gercek degere en yakin oldugu diisiiniilen iki Ol¢iimiin
ortalamasini kullanarak, metot uyumunu 6lgmeye calistik. Daha giivenilir sonuglar
elde etmek igin 6rnek sayisinin arttirilmasi ve her metotun kendi i¢inde tekrarlanmasi
yararli olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Gelistirilmis neubauer hemositometre, infertilite, makler

kamara, semen analizi, sperm konsantrasyonu.
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ABSTRACT

Consistency Levels of Counts Made with Makler Camera and Improved
Neubauer Hemocytometer at Sperm Concentration Determination

When the reproductive age pairs were examined, it was shown that about half
of the infertility problem was caused by the male factor. The evaluation of male
fertility potential is predominantly based on the results of the semen analysis, and
one of the main parameters of the analysis is the determination of the sperm
concentration. A wide variety of methods are used in sperm counting. One of these
methods, the improved Neubauer hemocytometer, has been accepted as the gold
standard by WHO. As technology developed, manufacturers tried to develop faster,
newer, and more accurate methods to determine sperm concentration and developed
Makler camera, which is one of the most commonly used counting rooms in its
routine. However, many investigators found lack of consistency between the two
measurement results. In this thesis study; By comparing the two methods with the
Bland-Altman analysis, we aimed to investigate whether the differences between the
two methods are sufficiently small so that the methods can be used interchangeably.

For this purpose, 100 patients who applied for routine semen analysis to
Balikesir University Health Practice and Research Hospital Andrology Laboratory
participated. Results were compared using the improved Neubauer hemocytometer
according to the standard procedure that ESHRE determined to assess the accuracy
of the makler chamber measurements. The methods showed a high correlation (0.97).
According to the Bland-Altman analysis, the Makler camera reached 22.03 units
higher than the hemocytometer. In addition, patients; 0-10, 10-20, >20 million / ml
reference intervals, semen viscosity, agglutination status. The compatibility of the
two methods was evaluated separately according to these groups. Makler showed a
tendency to read more in each case.

As a result, the two methods have no known real value. We used Bland-
Altman analysis to measure the methods’ accordance by using the average of the two
measurements which are considered to be closest to the true value. For more reliable
results, it’s beneficial to increase the number of samples and repeat each method in.

Key Words: Improved neubauer hemocytometer, infertility, makler camera,

semen analysis, sperm concentration.
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DSO : Diinya Saglik Orgiitii

FSH : Folikiil Uyarict Hormon

GnRH : Gonadotropin Salgilatict Hormon

LH . Luteinlestirici Hormon

IUI . Intrauterin Inseminasyon

IVF - In Vitro Fertilizasyon

ROS : Reaktif Oksijen Turleri

TZI : Teratozoospermi Indeksi
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PSA : Prostat Spesifik Antijen
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TUNEL : Transferaz-mediated Dutp Nick End-Labeling
HZA : Hemi Zona Assay

Vi



SEKILLER DiZiNI

Sayfa No
Sekil 2.1. Erkek lireme sistemini olusturan organlarin sagittal kesiti..................... 3
Sekil 2.2. SKrotumun anatomik YapiSi..........oeeuieriirintinteeiiiteteieeearaeeneans 4
Sekil 2.3. Testisin histolojik goruntlsl.........ccceevveeieiieeiieie e 8
Sekil 2.4. Seminifer tiibiilde germinal epitelin kesit alan1................................ 10
Sekil 2.5. Uretra ve penisin anatomik yapist............c.oeueiuiieiieiieiieeiieeieennin, 21

Sekil 2.6. Testis fonksiyonunun hormonal diizenlenmesi ve androjenlerin etkileri...28

Sekil 2.7. Farkli sperm agliitinasyon derecelerinin sematik diyagrami................. 44
Sekil 2.8. Seminal yuvarlak hiicre gorinimu. ..., 46
Sekil 2.9. Sperm sayimm odalart... ... 47
Sekil 2.10. Sayim odalarinin derinlik karsilastirtlmasi......................oooeen. 48
Sekil 2.11. Spermac ile boyanmig normal morfolojili sperm goriintiisii............... 54
Sekil 2.12. Spermin Kuyruk yapisi..........oouiiuiiiiiiiiiii i 56
Sekil 2.13. Sperm bag defektleri.............coooiiiiiii i 58
Sekil 2.14. Sperm boyun ve orta parca defektleri.......................oo 58
Sekil 2.15. Sperm kuyruk defektleri................ooiiii 59
Sekil 3.1. Makler kamara gorlintlst...........c.ooviiiriirii i, 66
Sekil 3.2. Gelistirilmis Neubauer hemositometre sayim alanlart......................... 67

Sekil 4.1. Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre

yontemlerine ait 6l¢iimlerin ortalamaya kars1 fark degerlerinin

sacilim @rafii.........cooiiiiiiii i £ D
Sekil 4.2. Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre

yontemlerine ait 6l¢iimlerin ortalamaya kars1 fark degerlerinin

histogram grafigi (90)......coeviriiriiiii i, 80
Sekil 4.3. Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre

yontemlerine ait Ol¢timlerin karsilastirilmasina iliskin

fark grafigi.....c.ooviieii i e 81
Sekil 4.4. Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre

yontemlerine ait ortalama degerler grafigi..................ccooeiiiiiinn... 81
Sekil 4.5. 0-10 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait 6lguimlerin

ortalamaya kars1 fark degerlerinin sa¢ilim grafigi............................. 83

Vil



Sekil 4.6. 0-10 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait

Olclimlerin ortalamaya kars1 fark degerlerinin histogram grafigi (%)

Sekil 4.7. 0-10 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait

Olclimlerin karsilastirilmasina iliskin fark grafigi.....................cee.

Sekil 4.8. 0-10 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait ortalama

degerler grafifi.........ccoiiiiniiiiii e

Sekil 4.9. 10-20 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait

Olclimlerin ortalamaya kars1 fark degerlerinin sacilim grafigi...........

Sekil 4.10. 10-20 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait

olglimlerin ortalamaya kars1 fark degerlerinin histogram

SLALIZT (90)viiiiiiii i

Sekil 4.11. 10-20 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve

Gelistirilmig Neubauer hemositometre yontemlerine ait

Olclimlerin karsilastirilmasina iliskin fark grafigi........................

Sekil 4.12. 10-20 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait ortalama

degerler grafii........cooviniiiiiii i

Sekil 4.13. > 20milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait

Ol¢iimlerin ortalamaya karsi fark degerlerinin sa¢ilim grafigi..............

Sekil 4.14. > 20 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait

Ol¢iimlerin ortalamaya karsi fark degerlerinin histogram

GrAfIZ1 (0). e e

Sekil 4.15. > 20 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait

Olcumlerin karsilastirilmasina iliskin farkgrafigi.........................

viii

84

85

.90



Sekil 4.16. > 20 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait ortalama

degerler grafii........coovvniiiiiiii 92
Sekil 4.17. Viskdz semen 6rneklerinde Makler kamara ve Gelistirilmis

Neubauer hemositometre yontemlerine ait 6lcimlerin ortalamaya

kars1 fark degerlerinin sagilim grafigi..............ooooeiiiiiiiiiiiii, 94
Sekil 4.18. Viskoz semen Orneklerinde Makler kamara ve Gelistirilmis

Neubauer hemositometre yontemlerine ait 6lcimlerin ortalamaya

kars1 fark degerlerinin histogram grafigi (%)..........ccooovviiiiiinn.. 95
Sekil 4.19. Viskoz semen drneklerinde Makler kamara ve Gelistirilmis

Neubauer hemositometre yontemlerine ait élcimlerin

karsilastirilmasina iliskin fark grafigi.................. 95
Sekil 4.20. Viskoz semen drneklerinde Makler kamara ve Gelistirilmis

Neubauer hemositometre yontemlerine ait ortalama degerler grafigi......96
Sekil 4.21. Viskdz olmayan semen érneklerinde Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait

Ol¢iimlerin ortalamaya karsi fark degerlerinin sagilim grafigi................. 97
Sekil 4.22. Viskoz olmayan semen orneklerinde Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait

Olctimlerin ortalamaya kargi fark degerlerinin histogram grafigi (%).....98
Sekil 4.23. Viskdz olmayan semen orneklerinde Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait

Olclimlerin karsilastirilmasina iliskin fark grafigi............................ 99
Sekil 4.24. Visk6z olmayan semen dérneklerinde Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait ortalama

degerler grafii........cooviniiiiiii 99
Sekil 4.25. Agliitinasyon (+) semen 6rneklerinde Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait

Ol¢iimlerin ortalamaya karsi fark degerlerinin sa¢ilim grafigi.............101
Sekil 4.26. Agliitinasyon (+) semen 6rneklerinde Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait

Ol¢iimlerin ortalamaya karsi fark degerlerinin histogram

LATIET (0] e e 102



Sekil 4.27. Aglutinasyon (+) semen Orneklerinde Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait

Olctimlerin karsilastirilmasina iligkin fark grafigi........................... 103
Sekil 4.28. Aglutinasyon (+) semen 6rneklerinde Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait ortalama

degerler grafifi........coooiiiiiiii i 103
Sekil 4.29. Aglutinasyon (-) semen érneklerinde Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait

Ol¢iimlerin ortalamaya karsi fark degerlerinin sacilim grafigi............. 105
Sekil 4.30. Agliitinasyon (-) semen 6rneklerinde Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait

Olglimlerin ortalamaya kars1 fark degerlerinin histogram

Grafigi (90). . v e LOO
Sekil 4.31. Agliitinasyon (-) semen 6rneklerinde Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait

Olctimlerin karsilastirilmasina iliskin fark grafigi........................... 106
Sekil 4.32. Agliitinasyon (-) semen 6rneklerinde Makler kamara ve

Gelistirilmig Neubauer hemositometre yontemlerine ait ortalama

degerler grafifi.........ooouiiiiiiii 107



TABLOLAR DIZIiNi

Sayfa No
Tablo 2.1. Semen igeri@inin dagilimI.........ccccvrieiiriiiiiiiee e 30
Tablo 2.2. DSO 1999 ve 2010 kriterlerinde yer alan en diisiik referans
degerlerin karsilagtirilmast............oooiiiiii i 34
Tablo 2.3. Islak preparatin derinlik hesabi..................ocooiiiiii . 42
Tablo 2.4. Semen analizinde DSO 2010 kriterlerine gre terminoloji..................... 63
Tablo 3.1. Islak preparattaki sperm sayisina gore belirlenen diliisyon oranlart......... 68
Tablo 3.2. 5 numarali sayim alanina gore sayilacak alanlarin belirlenmesi........... 69
Tablo 3.3. Belirli bir toplam igin iki sayim arasindaki kabul edilebilir farklar........ 70
Tablo 3.4. 5 numarali sayim alani i¢in diltisyon faktorleri..................ccceinnnl 71
Tablo 3.5. Birden ¢ok sayilan alan i¢in diliisyon faktorleri.............................. 71
Tablo 4.1. Arastirma popiilasyonu i¢in yas ve semen parametrelerinin dagilima.....74
Tablo 4.2. Semen viskozitesine gore hasta dagilimi (%).........c.cocoveiiiiinnn. 76
Tablo 4.3. Semende agliitinasyon varligina gore hasta dagilimi (%)................... 77
Tablo 4.4. Makler Kamara ve Gelistirilmis Neubauer Hemositometre ile
belirlenen sperm konsantrasyonlarinin tanisal gruplara gére
daBUIm1 (20). .o 78
Tablo 4.5. 1ki 6l¢iime ait d ve uyum s1nirlart.................ooeeveeiieiieeieenn. 80
Tablo 4.6. 0-10 milyon/ml referans araliginda iki dl¢iime ait & ve uyum sinirlari...84
Tablo 4.7. 10-20 milyon/ml referans araliginda iki 6l¢ime ait d ve uyum sinirlari..87
Tablo 4.8. > 20 milyon/ml referans araliginda iki 6lgiime ait d ve uyum simnirlart...91
Tablo 4.9. Viskdz semen drneklerinde iki 6lcime ait d ve uyum sinirlari............ 94

Tablo 4.10. Viskoz olmayan semen drneklerinde iki 6lglime ait d ve

UYUM SINITIATT. ..o e e, 98

Tablo 4.11. Aglutinasyon (+) semen dérneklerinde iki 6lgiime ait d ve

UYUM SINITIart. ..o e 102

Tablo 4.12. Aglutinasyon (-) semen drneklerinde iki 6l¢iime ait d ve

UYUM STNITIATT. ..ot e ae e 105

Xi



1. GIRIS

Seksiiel olarak aktif eslerin, herhangi bir dogum kontrol yontemi
kullanmaksizin, en az bir y1l boyunca diizenli iliskide olmalarina ragmen gebeligin
olusmamas infertilite olarak tanimlanir. Saglikli ¢iftlerin yaklasik olarak % 85-
90’inda bu siire icerisinde gebeligin olusmasi beklenir (Mosher ve Pratt, 1991).
Ancak tireme ¢agindaki ciftlerde yapilan ¢aligmalar, bu ¢iftlerin yaklasik % 15’inde
gebelik olusmayip, infertilite sebebi ile tedaviye basvurduklarimi gostermektedir.
Tedaviye bagvuran ciftler incelendiginde yaklasik yarisini erkege bagli infertilite
olusturmakta ve erkek faktoriiniin arastirilmasinin tedavinin erken donemlerinde

yapilmasinin faydali olacagini géstermektedir (WHO, 1993).

Erkek fertilizasyon potansiyelinin degerlendirilmesi agirlikli olarak semen
analizinin sonuglarina dayanir ve bu analizin ana parametrelerinden biri sperm
konsantrasyonunun belirlenmesidir. Sperm sayimi igin gesitli yontemler mevcuttur.
Bu yontemlerden biri olan Gelistirilmis Neubauer hemositometre, androloji
laboratuarlar1 ve DSO tarafindan altin standart olarak kabul edilmistir (WHO, 1999).
Sperm fiksasyonu ve immobilizasyon iceren bu yontem, ylksek konsantrasyonlu
numunelerin seyreltilmesi ve spermin tek bir diizlemde sayilmasi, bu yontemin
dogruluguna ve kolay kullanimina katkida bulunur. Olgiilen sperm konsantrasyonu
ile gebelik arasinda anlamli bir iligki bu yontem i¢in siirekli olarak gosterilmistir
(Dunphy ve ark., 1989; Tomlinson ve ark., 1996; Guzick ve ark., 2001). Teknoloji
gelistikge, ireticiler silirekli olarak sperm konsantrasyonunu belirlemek igin daha
yeni, basit, hizli ve daha dogru yontemler gelistirmeyi denemistir. Modern yontemler
daha hizli olabilmesine ragmen, fikse edilmemis, dilie edilmemis semen
kullanildiginda, bazi laboratuarlarin bu sayimlar: daha zor yaptigi ve hareketli sperm
sayiminin hatali sonuglar verebilecegi diistiniilmektedir. Hareketli spermlerin
sayilmas1 ki, bu da tek bir spermin birden fazla sayilmasi veya hi¢ sayilmamasi
anlamimna gelebilmektedir. Dahasi DSO, bu yéntemlerin, numunenin seyreltilmeden

kullanilabilmesi agisindan uygun oldugunu ancak ozellikle yiiksek viskoziteli ve
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heterojen numuneler i¢in hemositometre tekniklerinin dogrulugundan yoksun
olabildiklerini belirtmistir. Bu tip sayim odalar: kullanilacak olursa, yeterli dogruluk
ve hassasiyet, hemositometreler ile karsilastirma yoluyla olusturulmalidir. Bununla
birlikte bir yontem olarak gegerliligine ragmen hemositometrenin kullanimi;
hemositometrenin her sayim olayindan sonra temizlenmesi, hatali seyreltme
teknikleri kullanim1 ve semenin viskozitesine bagli olarak giivenilir sonuglar

veremeyecegi de diistiniilmektedir (WHO, 1999).

DSO, sperm konsantrasyonunun belirlenmesi icin Makler kamaranin
kullanimini da desteklemistir. Bu sayim odasini kullanmak ¢ok basit ve hizli oldugu
icin birgok laboratuar tarafindan rutin olarak kullanilmaktadir. Konsantrasyon,
seyreltilmemis numuneden, 1zgaraya sahip kapak caminin yerlestirilmesi ile birlikte
spermi sayarak hizli ve dogrudan yapilabilir. Birka¢ arastirmaci, Makler kamara
yonteminin giivenilir ve dogru sonuglar verdigini gostermistir (Makler, 1978;
Tomoyashi ve ark., 1988). Ote yandan bir¢ok rapor, Makler kamarasinin yanlis bir
yontem oldugunu belirtmistir (Mortimer ve ark., 1986; Ginsburg ve Armant, 1990).
Makler kamara sonuglari hemositometre ile karsilastirildiginda genellikle yiiksek
oldugu gosterilmistir (Coetzee ve Menkveld, 2001; Sukcharoen ve ark., 1994). Bu
yontemlerin kullanilmasi sirasinda olusan tutarsizliklarin yukarida belirtilen hata
kaynaklar1 olabildigi gibi yontem karsilastirilmasi sirasinda dogru istatistik se¢imin
yapilamamas1 da neden olabilir. Ne yazik ki, bu ¢alismalarin bir¢ogu sadece sperm
sayisindaki farkliliklar1 analiz etmeye odaklanmisken, dogru ve daha detayli bir
analiz her bir bireyi karsilastiran ve iki metot arasindaki uyumu 6l¢en Bland-Altman
analizidir. Karsilastirilmali verileri analiz etmek igin uyum simirlarmin kullanildigi,
grafik tekniklerine ve basit hesaplamalara dayanan bu yaklagim, iki metot arasindaki
karsilastirmalara olanak tanir. Boylece yontemlerin birbirinin yerine kullanilabilmesi
icin iki yontem arasindaki farklarin yeterince kiiciik olup olmadigina karar verebiliriz

(Bland ve Altman, 1986).

Bu tez c¢alismasmmin amaci; Bland-Altman analizi kullanilarak, sperm
konsantrasyonunun belirlenmesinde en sik kullanilan metot olan Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometrenin birbirinin yerine kullanilabilirligini, ayrica
viskOzite, aglUtinasyon varligt ve farkli sperm konsantrasyon diizeylerinin bu

Olctimler arasindaki uyuma etkisini incelemektir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Erkek Ureme Sistemi

Erkek treme sisteminin uUremedeki fonksiyonu; sperm ve seminal plazma
tretmek, korumak ve tagimak, bunlarin kadin genital organlarina birakilmasi ve
erkek lireme kapasitesini korumak i¢in androjenler iiretip, salgilamasidir (Gadea ve

ark., 2013).

Erkek tireme sistemini olusturan genital organlar i¢ ve dis genital organlar
olarak ikiye ayrlir. I¢ genital organlar; testis, epididimis, duktus (vas) deferens ile
seminal vezikil, prostat ve bulbouretral (Cowper) bez gibi aksesuar bezlerden olusur.
Dis genital organlar ise; penis, skrotum ve Uretradan olusur (Ekinci, 2011; Gadea ve
ark., 2013).

Ampulla
Simfizis Pubis
Seminal Vezikiil

Duktus (Vas)
Deferens

Ejakulatuar Kanal

Prostat
Uretra
Bulboiiretral (Cowper) Bez
Corpus Cavernosum

Penis

Aniis

Penis ( f . A
Corpus Spongiosum X 4 % T Duktus (Vas) Deferens

Penis

Glans Penis

Testis

Siinnet
Derisi

Sekil 2.1. Erkek tireme sistemini olusturan organlarin sagittal kesiti (Van De
Graaff; Insan Anatomisi, 2001°den uyarlanmigtir).



2.1.1. Skrotum

Kese seklinde olan skrotum, penis tabaninin hemen arkasina asilidir.
Fonksiyonlari; testisleri desteklemek, korumak ve vicudun pelvik bélgesi ile olan
konumlarini diizenlemektir. Skrotum, fibroz karakterde skrotal septum ile iki
uzunlamasina bdlmeye ayrilmistir. Skrotal septumun amaci, testislerin birbirinden
ayrilmasi ve boylece birinde enfeksiyon olmasi durumunda digerinin etkilenmesini
onlemektir. Buna ek olarak skrotumu olusturan sag kese sol keseye kiyasla biraz
daha yukarida yer alir. Boylece iki testisin kuvvetli bir sekilde sikistirilma ihtimali
azaltilmistir(Graaff, 2001).

Suiperfisyal fasya

Spermatik Kord | Testis septasi
\ Skrotum

\
Eksternal spermatik AU . Duktus (Vas) Deferens / Siiperfisyal fasya
fasya 4 ;

Eksternal spermatik
! fasya
Epididimis , %
(L —— Kremaster Kasi

internal spermatik
R fasya

Kr Kasi —

internal spermatik
fasya

Skrotal

Tunika vaginalisin Septum

" Tunika vaginalisin
paryetal yapragi

\\ paryetal yapragi
: Tunika vaginalisin
visseral yapragi

Testis

Tunika albuginea
Rete
Testis

Duktus (Vas) Deferens Epididimis
Testikiller lobilller P
Testikiiler lobiiller

Skrotum

(a) (b)

Sekil 2.2. Skrotumun anatomik yapisi (a) Skrotumun tabakalari, (b) Skrotum igindeki
testis yapist (Van De Graaff; Insan Anatomisi, 2001°den uyarlanmistir).

Skrotumu distan ige dogru sirasiyla; deri, tunica dartos, fascia spermatica
externa, fascia cremasterica, fascia spermatica interna ve lamina parietalis tunica
vaginalis testis olusturur. Skrotumun derisi incedir ve pigmetten zengin oldugu igin
viicudun diger deri tabakalart ile kiyaslandiginda cogunlukla koyu renklidir.
Yiizeyinde dagmik halde bulunan seyrek killar, ter bezleri, sicaklik degisimleri ve

mekanik etkilere kars1 duyarli olan sinir uglar1 ve karakteristik kokulu salgi yapan
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yag bezleri bulunur. Fakat deri alt1 yag dokusu bulunmaz. Derinin altinda yer alan
tunica dartos tabakasinin kaslar1 dis etkenlere gore kasilip gevseyerek skrotumun
seklini degistirebilir. Boylece skrotumun dis goriiniisii ayni kiside, farkli zamanlarda
degisiklik gosterebilir. Genglerde ve soguga maruz kalma durumunda bu tabakada
bulunan kaslar kasilarak skrotumun yiizeyini biizerek kiiciiltiir. Yaslilarda ve sicaga
maruz kalma durumunda ise skrotum gevser ve uzar. Fascia spermatica externa
tabakasi, m. obliquus externus abdominis’i saran derin fascia’nin devamidir. Tunica
dartos tabakasi ile arasinda bir bosluk bulunur. Fascia cremasterica (m. cremaster)
tabakasi, m. obliquus internus abdominis ve m. transversus abdominis’ten gelen bir
kisim kas liflerinden olusur. Bu kasin kasilmasi ile birlikte testisler yukari dogru
cekilir ve sicakligin korunmasi saglanir. Fascia spermatica interna, fascia
transversalis’in devam etmesi ile olusur. Bir {ist tabaka olan fascia cremasterica’ya
sikica, bir alt tabaka olan tunica vaginalis testis’in parietal yapragina gevsek olarak
tutunur. Lamina parietalis tunica vaginalis testis tabakasi ise, skrotumun en icte yer
alan tabakasidir. Parietal peritoneum’un devamuidir (Graaff 2001; Ekinci, 2011,
Rogers, 2011).

Testislerin 1s1s1; normal fonksiyon saglayabilmeleri, saglikli bir sekilde sperm
uretimi ve depolanmasi igin viicut 1sisindandan yaklasik olarak 2°-3°C daha
diistiktiir. Skrotum testis i¢in gerekli olan bu 1s1y1, ylizeyinde meydana gelen terleme
ve terin buharlagmasiyla, tunica dartos tabakasinda yag dokusunun bulunmayip
yerine bol miktarda, dis etkenlere bagl olarak kasilip gevseme 6zelligi gosteren diiz
kas lifleri bulundurmasi ile sicakligin ayarlanmasina yardimct olur. Ayrica testislerin
viicut boslugu disinda yer almasi da testislerin viicut 1sisindan daha serin bir ortamda

kalmasini saglar (Ekinci, 2011; Demir, 2013).

Arterleri; Skrotumu besleyen damarlar a. pudenda interna’nin dali olan rami
scrotales posteriores, a. pudenda externa’nin dali olan rami scrotales anteriores, a.
epigastrica inferior’un dali olan a. cremasterica, a. abdominalis’in dali olan a.

testicularis’ten olusur.

Venleri; Skrotumun arterlerine benzer. Skrotumdan asagiya dogru uzanan
testikular arterler, zit yonde uzanan ve pampiniform pleksusu olusturan bir ven ag1

ile kusatilmistir. Testikiiler arter ile testise dogru gelen kan, pampiniform pleksustan
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testise geri donen kandan daha sicaktir. Bu mekanizmaya karsi akim 1si-degisim
mekanizmasi adi verilir ve bu mekanizma sayesinde arteriyal kan testise girmeden

once vendz kan ile sogutularak, testisin diisiik sicaklikta kalmasina yardimci olur.

Lenfatikleri; Lenfatik drenaj nodi lymphatici inguinalis superficiales’e olur.

Sinirleri; Skrotal sinirler O6ncelikli olarak duysaldir. Pudendal sinirleri,
ilioinguinal sinirleri ve kalganin posterior kutanoz sinirlerini icerir (Graaff 2001;
Ekinci, 2011; Demir 2013).

2.1.2. Testis

Testisler, en 6nemli erkek cinsiyet hormonu olan testosteron ve erkek tireme
hiicresi olan sperm iiretiminden sorumlu, sagli sollu bir ¢ift olarak bulunan primer
erkek Ureme organlaridir. Gebelikten sonraki yedinci ayda genellikle karm
boslugunun arka duvarinda yer alan bu iki testis, fetusun gelismesi sirasinda inguinal
kanal boyunca ilerleyerek skrotum igine yerlesir. Skrotum igerisinde spermatik kord
ile asili halde bulunur (Rogers, 2011; Gadea ve ark., 2013). Testisler ortalama 4-5 cm
uzunlugunda, 2,5 cm genisliginde ve 3 cm kalinhigindadir. Ortalama agirligr 10-14
gr’dir. Sol spermatik kord sag ile karsilastirildiginda biraz daha uzundur. Bu nedenle
genelde sol testis sag testise gore daha asagida yer alir (Tasar ve Ekici, 2008; Ekinci,
2011). Skrotum igerisinde yer alan testisler oblik pozisyondadir. Extremitas superior
(Ust ug) ve extremitas inferior (alt ug) olmak tizere iki ucu bulunur. Ust ucu biraz 6n
ve dista, alt ucu ise hafif arkada ve igte yer alir. Ayrica margo anterior (6n kenar) ve
margo posterior (arka kenar) adi verilen iki kenara sahiptir. On kenar1 konveks
yapida, arka kenar1 ise hemen hemen diiz olup epididimis ile komsudur. Testisler
yanlardan basik, oval sekilli olup facies medialis (i¢ yiiz) ve facies lateralis (dis yiiz)
ad1 verilen iki yiize sahiptir. Testisin 6n kenari, biitlin yiiz ve uclart periton kaynakli
olan tunica vaginalis’in visseral yapragi ile kusatilmistir. Bu periton kaynakli zar
yapist arka kenarin sadece yan kismini 6rtmektedir. Peritonsuz olan diiz kisma ise

epididimis tutunur (Arinci ve Elhan, 2001; Sancak ve Cumhur, 2008; Ekinci, 2011).



Testis distan i¢ce dogru tunica vaginalis, tunica albuginea ve tunica vaskiiloza
olmak Uzere Uc¢ tabaka ile kusatilmistir. Bu tabakalarin hepsi testis kapsiiliinii

olusturur (Tasar ve Ekici, 2008).

Tunica vaginalis

Fotal yasamda karin bosulugu icinde yer alan testisler, dogumdan once
inguinal kanali kullanarak skrotuma iner. Bu ge¢is testisten skrotumun i¢ yiizeyine
uzanan gubernaculum testis denilen fibréz bir yapi ile belirlenir. Bu yapi fotal
yagsamin sonraki donemlerinde peritonun parmaksi ¢ikintisi olan processus vaginalis
(saccus vaginalis) tarafindan takip edilerek skrotuma gecis saglanir. Processus
vaginalis, testisin karin boslugundan skrotuma inmesi sirasinda karmn on duvar
tabakalarin1 da surukler. Bu tabakalar; deri, tunica dartos, fascia spermatica externa,
fascia cremasterica, fascia spermatica interna, tunica vaginalis’tir. Dogumdan kisa
bir slire sonra processus vaginalis kapanir ve geriye kalintis1 olan tunica vaginalis

adinda bir tabaka birakir (Atal, 2014).

Testisin en dis yiizeyini Orten bu tabaka ayni zamanda sktotumun i¢ ylizeyini
de kaplayan iki tabakali seroz bir zar 6zelligindedir. Testisi kusatan tabakaya tunica
vaginalis'in visseral yapragi, skrotumun i¢ ylzeyini 6rten tabakaya ise tunica
vaginalis'in parietal yapragi adi verilir. Tunica vaginalis’in bu iki tabakasi arasinda
cavitas serosum scroti adi verilen bir bosluk yer alir. Bu bosluk icinde bir miktarda
serdz bir sivt vardir ki; bu sivi skrotum icinde yer alan testisin serbestce hareket

etmesini saglamak i¢in tunica vaginalis’in tabakalarini birbirinden uzak tutar (Ekinci,

2011; Atal 2014).

Tunica albuginea

Tunika vaskiilozay1 kusatan bu tabaka sert, mavimsi beyaz renkte ve fibroz
ozellikte bir kiliftir. Kollajen liflerden zengin olan bu tabaka da elastik lif olmadig1
icin genisleme yetenegi yoktur. Bu tabakanin arka kenar1 disinda her tarafi periton

tunica vaginalis’in visseral yapragi ile kusatilmistir. Peritonsuz olan arka kenara ise
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epididimis tutunur. Ayrica testis i¢ine girip ¢ikan sinirler ve damar yapilarida burada
yer alir. Tunica albuginea tabakasi testisin arka kenarindan testis igerisine sokularak
mediastinum testis (Corpus Higmori) adi verilen tam olmayan bir bdlme yapar. Bu
bolme testisin iist ucundan alt ucuna kadar uzanir. Mediastinum testisten ¢ikarak
testis parankiminden gecip tunica albuginea’nin i¢ ylizeyine kadar uzanan uzantilara
septula testis adi1 verilir. Bu sekilde uzanan uzantilar testisi lobuli testis adi verilen
yaklasik olarak 200-300 adet koni seklinde lobiillere bdler. Lobiillerin tepeleri
mediastinum testise, tabanlar1 ise tunica albuginea’nin i¢ yiizeyine dogru bakar. Her
bir lobiil yapisinda 1-3 seminifer tubiil bulundurur (Tasar ve Ekici, 2008; EKinci,
2011).

Tunica vasculosa

Tunica albuginea’nin i¢ yiizeyinde yer alan bu tabaka, kan damarlarindan
zengin olup, biitiin lobiilleri saran gevsek bag dokusu 6zelligindedir (Tasar ve Ekici,
2008).

-—

Testis H&E _____—~ __ >~ -0 k

Tunica vaginalis boslugu I

e ————

interstisyum

3 ???

Sekil 2.3. Testisin histolojik géruntust  (The University of Western
Australia,
http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/corepages/malerepro/mal
erepro.htm 09.09.2017).



http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/corepages/malerepro/malerepro.htm
http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/corepages/malerepro/malerepro.htm

Testisler fonksiyonel olarak seminifer tiibiiller ve interstisyum olusturan

intertiibiiler doku olmak tizere iki bolmeden olusur (Gadea ve ark., 2013).

Seminifer tubuller

Septula testis’lerin  mediastinum testisten tunica albuginea’ya kadar
uzanmalar1 ile testislerde lobiiller olusur. Her bir lobiil igerisinde sayilar1 1-3
arasinda degisebilen ve ortalama 400-600 adet seminifer tubuller olarak bilenen
kanalcik yapilar vardir. Kivrimli yapiya sahip olan bu kanalciklarin uzunlugu 70-80
cm ve ¢api1 ise 0,12-0,3 mm’dir. Periferde kor bir ugla baslayarak, kivrimli devam
eden bu kanalcik yapilar1 mediastinum testise dogru uzandikc¢a diizlesir ve birleserek
sayilar1 yaklasik 20-30 olan tubuli recti ad1 verilen diiz kanallar1 olusturur. Bu kanal
yapilar1 yaklasik 0,5 mm ¢apinda olup, mediastinum testiste birleserek rete testis
(Haller ag1) adi verilen bir ag yapis1 meydana getirirler. Bu ag yapisinda sayilari
yaklagik 12-15 olan ve tunica albuginea’yr gegerek epididimis basina giren ductuli
efferentes adi verilen kanallar yer alir. Bu kanallar epididimise dogru uzanirken
baslangigta diizdiir. Epididimise yaklastikca kivrimlasip, kalinlasarak uzunlugu
ortalama 1 cm olan lobuli coni epididimis yapilarin1 olustururlar. Bu yapilar da
epididimisin kaput bélgesinde yer alan ductus epididimis adi verilen kanallara agilir
(Tasar ve Ekici, 2008; Ekinci, 2011).

Seminifer tiibiiller testis hacminin yaklasik % 90’1 olustururlar (Rogers,
2011). Septula testis’lerin olusturdugu lobiiller icerisinde yer alan bu kanalciklar
interstisyum ile ¢evrilidir. Kanalciklar ve interstisyum birbirinden fibrositlerin
meydana getirdigi adventisyal bir tabaka ile ayrilir. Bu tabakanin hemen altinda
kontraktil 6zelligi olan miyoid hiicrelerin olugturdugu bir tabaka yer alir (Schlegel ve
ark., 2007). En i¢ tabakayr elastin igerikli bazal membran olusturur. Bazal
membrandan seminifer tiibiil limenine dogru uzanan ¢ok katli hiicre tabakasi vardir.

Bu tabakay1 destekleyici olan sertoli hiicreleri ve spermatojenik hiicreler olusturur.

Bazal membran {izerine oturan sertoli hiicreleri diizensiz bir sekle sahip olup
uc kisminda girinti ve c¢ikintilar vardir. Bu hiicreler farkli asamalarda olan

spermatojenik hiicrelerin (spermatogonia, spermatosit, spermatid, sperm) beslenme,
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korunma ve tasmmmasma destek verir. Spermatojenik hiicreler seminifer tiibiil
liimenine ulasip, limen icine birakilacak olgunluga erisene kadar bu hiicrelere
tutunurlar. Sertoli hiicreleri lateral ylizeylerinde de uzantilara sahip olup bu uzantilar
sayesinde birbirlerine siki hiicresel baglantilarla baglanirlar. Bu sekilde kan testis
bariyerinin olusumunu saglarlar. Bu bariyer seminifer tubuli bazal ve adluminal
kompartman seklinde ikiye boler. Bazal alanda spermatogonyumlar ve erken donem
primer spermatositler bulunurken, adluminal alanda ise daha ileri asamadaki hiicreler

yer alir (Gartner ve Hiatt, 2006; Schlegel ve ark., 2007; Tasar ve Ekici, 2008).

Anulus

Spermatozoa
Artik cisim .

Lizozom

Akrozomal Spermatidler

vezikul

Mitokondri—— = Sekonder

spermatositler

Adluminal
kompartman

Bazal
kompartman

Primer
spermatositler

hiicre ! . Spermatogonyum
Spermatogonyum | —  Bazal lamina

Dz endoplazmik retikulum Sertoli hiicresi interstisyum
Spermatogonyum Granilli endoplazmik retikulum

Sekil 2.4. Seminifer tibulde germinal epitelin kesit alan1
(Durairojanayogram ve ark., 2015’ten uyarlanmistir).

Sertoli hiicrelerinin boliinmesi yavas olup, adolesan ¢agdan sonra boliinme
gorilmez. Ancak fonksiyonu hayat boyu devam eder. Spermatojenik hicreleri
besledikleri gibi ayni zamanda hiicre gelisimi bozulmus hiicreleri ve yabanci

maddeleri de fagosite etme 6zelligine de sahiptirler. Bir diger fonksiyonuda androjen
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baglayict protein (ABP), tip 1 ve 5 kollajen, transferin, seruloplazmin, inhibin ve
antimdallerian hormon gibi bircok madde sentezlemesidir (Brehm ve Steger, 2005;
Gartner ve Hiatt, 2006). FSH resept6ri tasir. Fonksiyonu genelde FSH ve testosteron

hormonu seviyelerine gore ayarlanir (Sargin ve Arpali, 2011; Tasar ve Ekici, 2008).

Interstisyum

Lobiilleri olusturmak i¢in testis parankiminden gegen septula testis uzantilar
lobiller igerisine girerek ince bir bag dokusu halinde seminifer tiibiilleri sarar.
Interstisyum ad1 verilen bu bolme gevsek bag dokusu dzelliginde olup icinde kan ve
lenfatik damarlar, fibroblastlar, makrofajlar, 16kositler ve interstisyel hiicre olarakta
bilinen leydig hiicreleri bulunur. Leydig hiicreleri ¢ogunlukla kan damarlarina ve
seminifer tiibiillere bitisik halde bulunan ana hiicre tiiriidiir. Erkek seks steroid

hormonu olan testosteronun baskin kaynagidir (Gadea ve ark., 2013).

Avrterleri; Testisi besleyen ana damar a. testicularis’tir. Testis i¢inde kivriml

bir sekilde kan testis bariyerine gelirler.

Venleri; Arterler gibi seyir gosteren ven yapilari testis etrafinda pampiniform
pleksusu olustururlar. Daha sonra burada birlesip v. testicularis’t meydana getirirler.

Testikiiler ven sagda v. cava inferior’a, solda ise v. renalis sinistra’ya dokiiliir.

Lenfatikleri; Lenfatik drenaji nodi lymphatici aortici laterales ve nodi

lymphatici preaortici’ye olur.
Sinirleri; T10-11 medulla spinalis segmentlerinden gelen sinirler renal ve

aortik otonomik pleksuslardan gegerek testislere ulasir. Inervasyon bu sekilde

saglanir (Tasar ve Ekici, 2008; Ekinci, 2011).
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2.1.3. Epididimis

Spermleri depolama, olgunlastirma ve tagima islevini yerine getiren, testis ile
duktus deferens arasinda yer alan spermatik kanalin bir boliimiidiir (Gadea ve ark.,
2013). Epididimis; caput epididimis (bas), corpus epididimis (govde) ve cauda
epididimis (kuyruk) olmak {izere ii¢ boliime ayrilir. Testisten gelen ductuli efferentes
ad1 verilen kanallar dogrudan caput epididimis’e gelir ve burada yer alan ductus
epididimis’e agilir. Bu sekilde testis epididimise baglanmis olur. Ductus epididimis
yaklagik 6 m uzunlugunda olup kivrimli bir yapiya sahiptir. Cauda epididimis’e
dogru gelindik¢e cap1 artar ve kivrimli yapisi diizlesmeye baglayarak duktus
deferens’i meydana getirir (Tasar ve Ekici, 2008; Ekinci, 2011). Ductuli efferentes
kanal yapilar1 uzun silyali ve kisa silyasiz hiicrelerden olusan epitel ile ¢evrili oldugu
icin dlzensiz bir limene sahiptir. Ductus epididimisin limenine gelindiginde ise
yerini yalanci ¢ok katli silindirik epitel alir. Bu epitelin yapisinda stereosilyalar
bulunduran uzun silindirik esas hiicreler ve kiigiik bazal hiicreler yer almaktadir

(Demir, 2013).

Testiste Uretilen sperm hucrelerinin epididimisten gecmesi yaklasik iki hafta
alir. Spermler bu taginma sirasinda 6nemli morfo-fonksiyonel degisikliklere ugrar.
Sperm hiicreleri testisten ayrildiklar1 sirada tam olarak olusmus olsalar bile
hareketsiz ve olgunlasmamistir. Testisten gelen sivilar caput epididimis bolgesinde
absorbe edilerek, epididimal epitelden salgilanan sekresyonlarla yer degistirir. Caput
epididimis’ten cauda epididimis’e dogru taginma sirasinda epididimal sividaki farkli
protein, seker ve lipidlerin miktarlarinda degisiklikler meydana gelir. Bu
degisiklikler cauda epididimise varan sperm hiicresinin plazma zarmin {izerinde
degisikler meydana getirerek hiicrenin tam olarak olgunlagsmasini saglar. Ejakiilasyon
oluncaya kadar depolanan sperm hiicreleri bu tasmmma sirasinda ayrica yumurta

hlcresini tanima, baglanma ve eritme Ozelliklerini de kazanir (Moore, 1998; Gadea

ve ark., 2013).

Epididimisin arter, ven, lenf ve sinir inervasyonu testiste oldugu gibidir

(Ekinci, 2011).
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2.1.4. Duktus (Vas) Deferens

Deferens kanal veya vas deferens olarak bilinen bu boru seklindeki organ, 45
cm uzunlugunda ve kassal yapida olup, epididimis ile iiretray1 birlestirir. Mukozasi,
yalanci ¢ok kath stereosilyali prizmatik epitel ile doselidir. Stereosilyalar1 uzundur.
Kas tabakasi ise ¢ok gelismis olup, iki tane ince uzunlamasina diiz kas tabakasi
arasinda kalin bir dairesel kas tabakasindan olusmustur. Ejakiilasyon sirasinda
deferens kanalin diiz kaslar1 refleks olarak kasilarak daralir. BOylece sperm ve

stvilart ileriye dogru itilerek {iretraya aktarilir (Ekinci, 2011; Gadea ve ark., 2013).

Ductus epididimis, epididimisin kuyruk ucundan itibaren deferens kanal
olarak adlandirilir ve gectigi yere gore pars epididymica, pars funicularis, pars
inguinali ve pars pelvina olmak Uzere dort bolim olusturur. Deferens kanal,
baslangi¢ noktasinda cok kivrimli olup iiretraya dogru uzandikca diizlesir. Pars
epididymica ad1 verilen pargasi ile epididimis boyunca yiikselir. Testisin tst ucuna
kadar gelerek spermatik kord yapisina katilir. Bu pargaya pars funicularis ad1 verilir.
Yukartya dogru ilerlemeye devam ederek pars inguinalis adi verilen pargasi ile
inguinal kanaldan gecerek karin bosluguna gelir. Spermatik kord’tan ayrilarak
asagiya dogru iner. Bu pargasi pars pelvina’dir. Asagi dogru inmeye devam ederek,
kiiciik pelvise girer. A. umblicalis’i caprazlayarak {reterin on yliziine gelir.
Ureteride caprazlayarak orta hatta dogru ilerler. Mesanenin arka yiizii ile seminal
vezikiiliin iist ucu arasinda ortaya ve hafif 6ne dogru ilerlemeye devam eder. Her iki
taraftan gelen deferens kanallar ayni sekilde ilerleyerek birbirlerine yaklasirlar.
Deferens kanalin son bolimiinde organ limeni genisleyerek ampulla ductus
defferentis meydana gelir. Bu b6lum mesanenin fundus parcasi ile rektum arasinda
bulunur ve spermlerin depolanma yeridir. Organ liimeni, deferens kanalin ampulla
boliimiiniin altindan tekrar daralmaya baslar ve prostat tabaninin yakininda seminal
vezikiil kanali ile birleserek yaklasik 2 cm uzunlugunda olan ductus ejaculatorius’u

meydana getirirler (Tasar ve Ekici, 2008; Ekinci, 2011).

Arterleri; A. vesicalis superior’un bir dali olan a. ductus deferentis ile
beslenir. A. testicularis ile anastomos yaparak testis ve epididimisin beslenmesinede
yardimct olur. Deferens kanalin ampulla boliimiinlin beslenmesi ise a. vesicalis

superior, a. vesicalis inferior ve a. rectalis media’dan saglanir.
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Venleri; Arterler ile ayn1 adi alir ve onlar takip ederler.
Lenfatikleri; Nodi lymphatici iliaci externi’ye drene olurlar.

Sinirler; Inervasyon plexus hypogastricus inferior ile saglanir (Ekinci, 2011).

2.1.5. Uretra

Baslangic noktas1t mesanenin alt ucunda yer alan ostium iiretra internum olup,
penisin ucunda yer alan ostium iiretra externum’a kadar uzanan ve ejakulat ile idrar
icin ortak bir yol olan yaklasik 18-20 cm uzunlugunda bir organdir. Pars prostatica
Uretra, pars membranacea liretra ve pars spongiosa liretra olmak iizere ii¢ kisma
ayrilir. Normalde kapali halde bulunan organ liimeni, idrar ya da ejakulat gecerken
acilir (Ekinci, 2011; Gadea ve ark, 2013).

Pars prostatica tretra

Uretranin en genis béliimii olup, yaklasik 3-4 ¢cm uzunlugundadir. Prostat
bezi igerisinde yer alir. Uretranin arka duvarinda uzunlamasina seyreden mukozal bir
katlant1 yer alir. Bu katlantiya crista tretralis adi verilir. Crista {iretralis’in yaninda
sinus prostaticus denilen gukurcuklar ve bu yapilar igerisinde yaklasik 15-20 tane

olan, prostat bezi salgisin1 getiren ductuli prostatici denilen kanallar bulunur.

Pars membranacea Uretra

Uretra’nin ostium {iretra externum’dan sonra gelen en dar kismidir. Uzunlugu
yaklagik 1,25-2 cm olup Uretranin en kisa boliimiidiir. M. sphincter iiretra externa ile

kusatilmis olup yaninda bulboiiretral bez yer alir.
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Pars spongiosa uretra

Corpus spongiosum penis icerisinde yer alan, 6n Uretra olarak da bilinen ve
yaklasik 15 cm uzunlugunda olan iiretra boliimiidiir. Pars spongiosa iiretra, iiretranin
darliklarindan olan membrandz kisim ve ostium iiretra externa arasinda yer alir.
Baslangi¢ boliimiinde goriilen genislemeye fossa bulbaris adi verilirken, son

boliimiinde goriilen genislemeye ise fossa navicularis Uretra denilir (Ekinci, 2011).

2.1.6. Seminal Vezikul

Seminal vezikiil, mesanenin arka tarafi ve rektum arasinda yer alan, uzunlugu
5 cm, genisligi 2,5 cm olan, sagda ve solda birer tane bulunan ve piramite benzeyen
glandiiler yapidaki bir organdir. Her vezikiil yaklagik 10-15 cm uzunlugunda, 3-4
mm c¢apinda tiibiiler bir yapiya sahip olup, bu tiipten uzanan ¢ok sayida divertikiil
yapilart vardir. Bunlarin hepsi bag dokusu ile bir arada tutulur. Bu bezin alt ucu
deferens kanal ile birleserek ductus ejaculatorius’u olusturur. Ust ucu ise Greterin
mesaneye girdigi boliime yakindir ve bag dokusu ile mesaneye bitisik olarak
bulundugundan dolayi, yeri mesanenin doluluk oranina gore degisir. Seminal vezikiil
duvari eksternal bir bag dokusu, bag dokusu altinda dista uzunlamasina icte dairesel
diiz kas tabakasi, en icgte ise yalanci ¢ok katl silindirik epitel 6zelligindeki mukozal
tabakadan olusur. Ejakiilasyon sirasinda organ kontraksiyona ugrayarak salgisini

ductus ejaculatorius’a birakir (Ekinci, 2011; Rogers, 2011).

Seminal vezikiil salgist semenin yaklasik % 50-70’ini olusturur. Bu salgi
igerisinde spermlerin beslenmesi ve yasamasi icin gerekli olan proteinler, enzimler,
fruktoz, mukus, C vitamini, flavinler, fosforilkolin ve prostaglandinler bulunur
(Gonzales, 2001). Hafif alkali 6zellikte olan bu sividaki yiiksek fruktoz diizeyleri
sperm ic¢in besleyici enerji saglar. Seminal vezikiil salgilari, kontraksiyon ile
ejakiilasyonun gerceklesmesi sonucunda aciga c¢ikan semenin pihtilasmasini saglar.
Bu pihtilagmadan sorumlu ana bilesen seminal vezikiil igerisinde yer alan 52-kDa
protein Ozelligindeki semenogelin I’dir. Vezikullerin aktivitesi testislerin androjen

iiretimine baghdir (Rogers, 2011; Gadea ve ark., 2013).
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Arterleri; A. vesicalis inferior ve a. rectalis media ile beslenir.

Venleri; Arterlere eslik eder.

Lenfatikleri; Nodi lymphatici iliaci interni ve externi’ ye drene olur.

Sinirleri; Inervasyonu medulla spinalis L1-2 segmentlerinden gelen sempatik
lifler ve S2-4 segmentlerinden gelen parasempatik liflerle saglanir (Ekinci, 2011).

2.1.7. Prostat

Prostat, erkeklerde en buyuk aksesuar seks bezidir ve hem semen hem de
idrarin tasinmasinda gorev alan iiretrayr mesaneden ¢ikarken cevreleyen kasl bir tek
bezdir (Kumar ve Majumder, 1995; Rogers, 2011). Bezin en genis alandaki cap1
yaklasik 4 cm, yliksekligi 3 cm, kalinlig1 2 cm ve agirligr 20 gr’dir (Ekincei, 2011;
Rogers, 2011). Kestaneye benzeyen bir sekle sahip olan prostatin basis prostata adi

verilen bir tabani, apex prostata adi verilen bir tepesi ile facies anterior, facies

posterior ve facies inferolateralis ad1 verilen {i¢ tane yiizii bulunur (Ekinci, 2011).

Basis prostata

Mesanenin boyun bdliimiine oturup, bilylik kismi mesaneye bitisik olarak
bulunur. Uretra bu bélimiin 6n yiizeyinden prostat igine girer ve prostat icinde yer

alan bu segmente prostatik Uretra denir. Bu boliim apekse gore daha yuvarlaktir.

Apex prostata

Ust kism1 yuvarlak olan prostat, apekse dogru gittikce daralir. Diaphragma

tirogenitale’nin iist yiizeyine yerlesen boliimdiir.
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Facies posterior

Prostatatin arka yiizii olarak bilenen bu kisim aniis’ten yaklasik 4 cm
yukarida yer alir. Arka yiiziin istiinde bulunan bir ¢ukurluktan ejakiilatuar kanallar
prostata dogru girer. Bu cukurluk arka yiizii iki boliime ayirir. Cukurlugun
yukarisinda kalan kicik bolime lobus medius denir. Bu bélme Gretra ile ejakulatuar
kanal arasinda yer alir. Cukurlugun asagisinda kalan biiylik bélme ise orta hatta
uzanan bir oluk ile lobus dexter ve lobus sinister olmak {izere iki loba ayrilir.
Prostatin esas pargalaridir. Rektal tuse ile muayene edilebilir olmasindan dolayi bu

yuz oldukc¢a énemlidir.

Facies anterior

Symphysis pubica’nin arkasinda yer alan bu yiiz yapisinda, Santorini ven

pleksusu ve yag dokusu igerir.

Facies inferolateralis

M. levator ani’nin On pargalart prostati yanlardan sararak organa desteklik

sagladigi icin bu bolime m. levator prostatae denilir (Ekinci, 2011).

Prostat dig ylizeyinden capsula prostatica denilen fibroz yapidaki bir kapsiil
ile sarilidir. Bu yap1 organ icerisine dogru uzantilar gondererek organi yaklasik 40-50
lobcuga boler. Prostat dokusu; tubulo alveolar bezlerden meydana gelen bez dokusu
ile bez dokusu arasini dolduran ve ejakulasyon sirasinda kasilmasiyla prostatta

bulunan salgiy1 iiretraya aktarmay1 saglayan kas dokusundan olusur (Ekinci, 2011).

Prostat, semen hacminin {i¢te birini olusturan, pH’s1 6,6 olan hafif asitli bir
stv1 lretir, depolar ve salgilar. Bu salg1 kalsiyum, ¢inko, sitrik asit ve asit fosfataz
gibi bilesenler bakimindan zengindir. Fosfataz, fosforil-kolini, sperm tarafindan

besin olarak kullanilan koline hidrolize eder. Bu salgi ek olarak iiriner sistem
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enfeksiyonlara karsi savasan antimikrobiyal bir protein olan seminal plazmin ile
seminal koagulumu saglayan yiiksek molekiiler agirlikli proteini parcalamak ve
ejakulasyonu takiben semenin sivilagsmasmna saglayan bir proteaz olan prostat
spesifik antijeni (PSA) icerir (Gadea ve ark., 2013). Semenin 6zel keskin kokusunu

spermin ad1 verilen protein saglar (Ekinci, 2011).

Prostat fonksiyonu hormonlar tarafindan diizenlenir. Testosteronun varligi,
prostat bezinin yapisal ve fonksiyonel biitiinliigiiniin korunmasi igin gereklidir
(Gadea ve ark., 2013). Normalde prostat 10-14 yas arasi ergenlik déneminde eriskin
boyutuna ulasir. 50 yas civarinda, prostat boyutu ve salgt miktar1 siklikla azalir. Orta
yastan sonra, iltthaplanma ve malignite sonucunda biiyiiyebilir ve bu durum idrar

yapmay1 zorlastirabilir (Rogers, 2011).

Arterleri; A. vesicalis inferior ve a. rectalis media ile beslenir.

Venleri; Prostattan ¢ikan venler prostat kapsiilii yakininda plexus prostaticus

adi1 verilen bir a§ meydana getirir. Bu ag yapisi v. iliaca interna’ya drene olur.

Lenfatikleri; Nodi lymphatici iliaci interni ve nodi lymphatici sacrales’e drene
olur. Mesaneden ¢ikan lenf damarlar ile birleserek nodi lymphatici iliaci externi’ye

acilir.

Sinirleri; Parasempatik sinirleri medulla spinalis’in S2-4 segmentinden,

sempatik sinirleri ise L1-2 segmentinden gelerek inervasyonu saglar (Ekinci, 2011).

2.1.8. Bulbotretral (Cowper) Bez

Cowper bezi olarak da bilinen bulboiiretral bezler yuvarlak sekle sahip olup,
yaklasik 1 cm capinda, sar1 renkte ve prostatin distalinde yer alan bir ¢ift bezdir. M.
sphincter iiretra lifleri ile sarilmis olan bu bezler bulbus penis’in iizerinde bulunur.
Her bir bezin ductus glandulae bulbouretralis adi verilen ortalama 2,5 cm
uzunluguda akitict kanali bulunur. Bu bezlerin salgi iirlinleri, berrak ve yapiskan

ozellikte miikoz bir sividir. Seminal sivinin bir bileseni olan bu salgi iiretray:r korur.
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Ejakiilasyondan Once liretrayr yikayan bir yikama ajani olarak iglev gordiigii ve
semeni daha az sulandirarak sperm i¢in uygun bir yasam ortami olusmasina yardimci

oldugu diistiniilmektedir (Rogers, 2011; Ekinci, 2011; Gadea ve ark, 2013).

2.1.9. Penis

Penis dis genital organ olup, normalde yaklasik 8-10 cm uzunlugunda, 3 cm
capinda iken, ereksiyon durumunda ise 15 cm uzunluguna ve 4 cm ¢apina ulasir.
Radix penis ve corpus penis olarak iki boliime ayrilir. Radix penis, disaridan
goriinmeyen ve perineumda yer alan bolumi iken corpus penis ise disarida yer alan
ve ciftlesmeyi saglayan boliimiidiir. Dinlenme halinde corpus penis’in 6n yuzine
dorsum penis, arka yuziine ise facies Uretralis adi verilir. Ereksiyon halinde dorsum
penis arkaya, facies uretralis ise 6ne dogru bakar. Penis, ikisi corpus cavernosum
penis, biri corpus spongiosum penis denilen (¢ tane erektil yapi icerir. Bu erektil

yapilar hem radix penis’te hem de corpus penis’te yer alir.

Radix Penis

Radix penis’in yapisina katilan kavernoz yapilar crus penisleri, spongioz
yapilar ise bulbus penis’i olusturur. Crus penis, symphysis pubica’nin arkasinda sag
ve sol crus penis seklinde bir ¢ift olarak bulunur. M. ischiocavernosus ile
kusatilmigtir. Bulbus penis ise, sag ve sol crus penis arasindaki aralikta yer alan,
corpus spongiosum penis’in genis olan arka kismidir. M. bulbospongiosus ile

kusatilmistir. Uretra, bulbus penis’in arka ucundan spongioz yapiya giris yapar.

Corpus penis

Iki tane corpus cavernosum penis ve bir tane corpus spongiosum penis olmak

tizere ii¢ erektil yapidan olugsmustur.
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Corpus cavernosum penis; sag ve solda bir ¢ift halinde olan bu yap1 penisin
on % kisminda birbirine bitisik halde bulunurken, arka 4 kisminda ise crus penis’i
olusturmak i¢in birbirlerinden ayrilirlar. Penisin én ucunun 1 cm gerisinde sonlanan
ve glans penis’in i¢ine giren bu kaverndz yapmim 6n uglar1 ince yapidadir. iki tane
olan corpus cavernosum penis yapist tunica albuginea corpus cavernosum adi
verilen, kollagenden zengin bir kilif ile kusatilmigtir. Kollagen liflerin diizenlenme
Ozelligi bu kilifi yiizeyel ve derin olarak iki tabakaya ayirir. Yizeyel tabakada
bulunan lifler her iki kavern6éz yapiyr birlikte ve uzunlamasma sararken, derin
tabakada yer alan lifler her iki kaverndz yapiy1 tek tek ve dairesel olarak sarar. Tek
tek sarilan bu kaverndz yapilarin birlestigi orta hatta septum penis adi verilir. Iki
kaverndz yapinin yan yana gelmesi ile corpus penis’in arka yiizeyini olusturan facies
tiretralis’te olusan oluga sulcus Uretralis adi verilir. Bu bolgeye corpus spongiosum
penis yerlesir. Penis sirtinda yer alan oluga ise sulcus dorsalis denir ve bu bélgede de

v. dorsalis profunda penis yer alir.

Tunica albuginea corpus cavernosum adi verilen kiliftan kavernéz yapilarin
icine dogru ¢ok sayida trabekiil adi1 verilen uzantilar ¢ikar. Elastik ve diiz kas lifleri
iceren, ¢ok sayida kan damarmin eslik ettigi bu trabekiller sayesinde kaverntz
yapilar igerisinde bosluklar olusur. Ereksiyon durumunda kan ile dolan bu bosluklar

dinlenme durumunda genelde bostur.

Corpus spongiosum penis; igerisinden iiretra gegcen bu yapi1 kavernoz
yapilarin aksine tektir. Corpus penis’in arka ylizeyinde olusan sulcus {iretralis adi
verilen olugun iizerine yerlesmistir. Silindir seklinde olan bu yapiyr ¢evreleyen
tunica albuginea kilifi kavernoz yapilari ¢evreleyen kilifa gére biraz daha ince
yapidadir. Ayrica kilifin i¢ yiizeyinden uzanan trabekiil ad1 verilen uzantilar spongioz

yapilar1 daha kiigiik yapida bosluklara boler.

Spongioz yapiin iki u¢ bdlgesi ortasina gore biraz daha genis yapidadir. Bu
genis bolgelerden radix penis igerisinde bulunan kisma bulbus penis, corpus penis
bolgesinde yer alan genislemis bolgeye ise glans penis adi verilir. Kavernoz yapilarin
6n kismim sapka gibi kaplayan glans penis’in 6n ucunda yer alan vertikal konumlu

yariga ostium Uretra externum adi verilir (Ekinci, 2011).
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Sekil 2.5. Uretra ve penisin anatomik yapist (Van De Graaff; Insan Anatomisi,
2001’den uyarlanmistir).

Arterleri; penis a. pudenda interna’dan zengin bir kan kaynagina sahiptir ve
penisi besleyen esas damar budur. A. femoralis’in dali olan a. pudenda externa ise
penis derisini besler. A. pudenda interna’nin terminal dali olan a. penis’ten; bulbus
penis’e giden a. bulbi penis dali, iiretraya giden a. iiretralis dali, crus penislerin

icinden gegerek tunica albuginea kilifim1 delen ve kaverndz cisimlere gecen a.
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profunda penis dali ve penis sirtindan glans penis’e kadar uzanan a. dorsalis penis

dallar1 olusur.

Venleri; ¢ tane veni vardir. V. dorsalis superficilis penis, penis derisinden
gelen kani toplar. V. dorsalis profunda penis, tek bir ven olup glans penis’i drene
eden venler tarafindan olusur. Kavernéz ve spongioz yapilardan gelen venlerde
buraya dokalur. V. profunda penis, bir cift ven olup crus penislerin igerisinden
gecerek tunica albuginea kilifin1 delerek burada ag yapisi olustururlar. Bu ag

yapisindan ¢ikan venlerde v. pudenda interna’y1 meydana getirir.

Lenfatikleri; Nodi lymphatici inguinales profundi’ye glans penis’e ait lenfler,
nodi lymphatici inguinales superficiales’e ise diger biitiin lenfler drene olur (Ekinci,

2011).

Sinirleri; penis otonom ve duyu sinirlerle desteklenir. Otonom sinir liflerinin
sempatik sinirleri kan damarlarinin daralmasina, parasempatik sinirleri ise kan
damarlarinin geniglemesine neden olur (Rogers, 2011). Duyu sinirleri ise 6ncelikle n.
dorsalis penis daha sonra n. pudendus iginde ilerleyerek medulla spinalisin S2-4
segmentine ulasir. S2-4 segmenti ereksiyon merkezi olup, buradan ¢ikan
parasempatik sinirler plexus pelvicus’a gelerek nn. errigentes adi altinda ndron
degisikligi yapar ve penis damarlarina girer. Buradaki damarlarin genislemesi ile
ereksiyon gerceklesmis olur. Ereksiyon adi verilen fizyolojik olay, genital bolgedeki
dokunma uyarimi ile veya beyinden gelen parasempatik yollar1 tetikleyen gorsel
veya duygusal uyaranlardan kaynaklanir. Bu tip uyarilar penis ve vendz sinuslerde
bulunan damarlarin genislemesine neden olur (Gadea ve ark., 2013). Bdylece penis
gerilip uzar. Aym1 zamanda tunica albuginea’nin kivrimli yapis1 diizlesir ve bu
tabakanin kalinligi incelmeye baslar. Tunica albuginea’nin gerilmesi ile
kavernalardaki kani bosaltacak olan venlere de basing olur. Bu basing penisteki kan
dolasimint kismen engeller. Boylelikle penis biiylir ve sertlesir. Genisleme 6zelligi
son bulan tunica albuginea tabakasi i¢cten gelen basinca karsi direnerek penisin daha
da genisleyip, uzamasina engel olur. Parasempatik sinir sistemi kontroliinde olan bu
olayda parasempatik etkinin ortadan kalkmasi ile kan damarlar1 daralir ve penise
gelen kan volumu azalir. Penis dinlenme haline geri doner. Ereksiyon siirecinin

devami emilsiyon siirecidir. Bu siirecte testiste iiretilen sperm hiicrelerinin iiretranin
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proksimal kismina ulagsmasini saglayan kanal duvarlarindaki diiz kaslarin kasilmasi
yer alir. Ayrica seminal vezikiil ve prostat bezlerininde kasilmasi ile seminal sivinin
da tretraya salinimi gergeklesir. Devaminda ejakilasyon adi verilen bir diger
fizyolojik olay gergeklesir ki, bu olay sempatik sinirler yardimi ile olur. Ejakilasyon
merkezi medulla spinalisin L1-2 segmentidir. Buradan ¢ikan sempatik sinir lifleri
oncelikle plexus hypogastricus’a daha sonra dis genital organlara dagilmak igin
plexus prostaticus ve plexus corporis cavernosi’ye gelir. Ejakllasyon sirecinde
tretranin arka bolimiinii  dolduran ejakulat m. bulbocavernosus ve m.
ischiocavernosus’un kasilmasini saglayarak, ejakulatin iiretradan disari atilmasini

saglar (Ekinci, 2011; Gadea ve ark., 2013).

2.2. Spermatogenez

Primordial germ hcreler, embriyonik gelisimin 4. haftasinda vitellus
kesesinin duvarinda, endodermal hiicrelerden koken alirlar ve intrauterin hayatin 5.
haftasindan itibaren gonadlart olusturacaklar1 genital kabartiya dogru gog¢ ederler. 6.
hafta da gog biiyiik 6l¢iide tamamlanmis olur (Sadler, 2006; Schlegel ve ark., 2007;
[rez ve Erkan; 2016). Seminifer kordlarin olusumu ile birlikte germ hiicreleri
gonadosit olarak adlandirilir. Merkezi yerlesimli olan gonadositlerin sayisi
dogumdan sonra artig gosteren sertoli hiicreleri nedeni ile azalir. Seminifer tiibiillerin
bazal kismina yerlesen ganodositler spermatogonyum olarak adlandirilir. Pubertenin
baslamasi ile gonadotropinler tarafindan uyarilan testisin seminifer tiibiillerinde
sperm tiiretimi baglar. Spermatogonyumlarin boéliinmeleri ve farklilasmalar: ile olgun
sperm hiicrelerinin olusmasi siirecine spermatogenez adi verilir. Bu siire¢ yaklasik 64
ginde meydana gelmektedir (Giinalp, 2008; Sargin ve Arpali, 2011). Spermatogenez
lic asamaya ayrilir. Bu asamalar; mitoz ve mayoz boliinme ile spermiyogenez adi

verilen olgunlagma asamasidir.

2.2.1. Mitoz Boliinme Asamasi

Spermatositogenez denilen bu asamada, seminifer tiibiillerin bazal kisminda

yer alan spermatogonyumlar mitoz boliinme ile farkli tipte spermatogonyumlara
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doniistir. Mitoz bolinme, hiicre ¢ogalma siirecidir. 46 tek kromozom ve 2N
miktarinda DNA igeren kok germ hiicre 6zelligindeki her bir spermatogonyum mitoz
boliinme gecirerek ayni kromozom ve DNA igerigine sahip iki spermatogonyum
daha olusturur. Spermatogonyumlar, heterokromatin varligina ve dagilimina gore
spermatogonyum A ve B alt tiplerini olusturur (Gunalp, 2008; Gadea ve ark, 2013;
frez ve Erkan, 2016). Tip A spermatogonyumlar, spermatogonyum Ad (A dark) ve
spermatogonyum Ap (A pale) olmak fiizere iki cesittir. Spermatogonyum Ad,
spermatogonyumlarin kok hiicreleridir. Bu hiicre grubu mitoz boliinmeler gegirerek
spermatogonyum  Ap’ye donisir. Ap spermatogonyumlar da B tipi
spermatogonyumlara farklilagir (Giinalp, 2008). Bir A tipi spermatogonyumun
yeniden bolunebilmesi icin 16 giin gecmesi gerekir. B tipi spermatogonyumlarda
mitoz boliinme gecirerek primer spermatositleri olusturur ve bu asamada mitoz

boliinme sonlanir (De Jonge ve Barratt, 2006; Schlegel ve ark., 2007).

2.2.2. Mayoz Boliinme Asamasi

Spermatogenezin mayoz boliinme asamasi, birinci mayoz ve ikinci mayoz

olmak iizere iki asamada gerceklesir.

Mayoz 1

Mitoz boliinme ile olusan primer spermotositler 46 tek kromozom ve 2N
miktarinda DNA igerir. Bu hiicreler aktif DNA sentezi yaparak, her kromozomun
DNA miktarm iki katina c¢ikarir ve preleptoten spermatositlere doniislir. Bu
spermatositlerin 46 tek kromozomu ve 4N miktarinda DNA igerigi vardir. DNA
miktarini iki katina ¢ikaran spermatositler birinci mayoz boliinmenin yaklasik 22 giin
stren profaz 1 evresine girerler. Profaz evresi; leptoten 1, zigoten 1, pakiten 1,
diploten 1 ve diakinez 1 asamalarindan olusur. Leptoten evresine giren spermatositler
seminifer tiibiiliin bazal kismindan liimene dogru yerlesirler. Zigoten evresinde, biri
maternal digeri paternal kokenli olan ¢ift yapili kromozomlar yan yana gelerek
homolog kromozom ¢iftlerini olusturur. Pakiten evresi, genetik materyalin degisime

ugradigi profazin en uzun asamasidir. Diploten evresi, homolog kromozom
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ciftlerinin kiyazma adi verilen birlesme noktalart diginda birbirlerinden ayrildigi
asamadir. Diakinez’de ise, kromozomlar daha da yogunlasir ve etrafini gevreleyen
cekirdek membrani1 parcalanarak, mayoz 1’in profaz asamasi tamamlanmis olur.
Profaz 1 sonrasinda metafaz 1, anafaz 1 ve telofaz 1 asamalar1 hizli bir sekilde
devam eder. Metafaz 1 asamasinda, kromozomal ciftler ekvatoryal diizlem {izerinde
dizilir. Anafaz 1 asamasinda, bu kromozomal ¢iftler birbirinden ayrilarak farkl
kutuplara ¢ekilir. Telofaz 1 asamasinda ise, birinci mayoz bdliinme tamamlanmis ve
sekonder spermositler olusmus olur. Sekonder spermatositler, 23 ¢ift kromozom ve

2N DNA igerigine sahiptir.

Mayoz 2

Ikinci mayoz bélinme ise mitoz bélinmeye benzer. Metafaz 2’de
kromozomlar ekvatoryal dizlemde dizilirken, Anafaz 2 ile sentromer bdlgelerinden
ayrilarak farkli kutuplara yonelir. Telofaz 2 ile hiicre boliinmeleri tamamlanarak her
bir sekonder spermatositten 23 tek kromozom ve 1N’lik DNA igerigine sahip ikiser
tane olmak (zere toplamda dort tane spermatid olusur (Brehem ve Steger, 2005;
Gartner ve Hiatt, 2006;Gunalp, 2008; irez ve Erkan, 2016).

2.2.3. Spermiyogenez

Bu agama, mayoz boliinme ile olusan spermatidlerin hiicre bdlinmesi
olmaksizin, hareket ve fertilizasyon yetenegi kazanabilmeleri icin gecirdigi
morfolojik ve islevsel farklilagsmalari igeren olgunlasma siirecidir (Glnalp, 2008).
Yaklagik olarak 22 giin siiren bu asama golgi, baslik, akrozom ve olgunlagsma evresi

olmak Uzere dort evreden olusur (Gupta, 2005; Schlegel ve ark., 2007).

Golgi evresi

Spermatid sitoplazmasinda yer alan golgi organeli ¢ekirdege yakin bir yerde

bulunur. Endoplazmik retikulum organelinde Uretilen ve salgilanan bazi enzimler
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modifiye olmak i¢in golgi organeline gelir. Enzim yapisinda degisiklikler olustuktan
sonra kiiclik vezikiiller seklinde golgi organelinin trans yliziinden tekrar salinir.
Kiigiik vezikiiller bir araya gelerek, akrozomal vezikiilii olusturmak igin spermin 6n
yliziinii olusturacak bdlmede c¢ekirdek zarmma tutunur. Sentrioller de olusan
akrozomal vezikiilin zit yoniine dogru yer degistirir. Distal ve proksimal olmak
tizere iki sentriol vardir. Distal sentriol aksonemi olustururken, proksimal sentriol

cekirdege yapisarak, baglanti par¢asinin olusumuna katilir.

Bas evresi

Akrozomal vezikiil, ¢ekirdegin ©on yarisim kaplayacak sekilde cekirdek

zarinin etrafin1 kusatir ve akrozomu olusturur.

Akrozom evresi

Cekirdek yapisinda yer alan kromozomlar daha yogunlasir ve ¢ekirdek hacmi
azalarak daha uzun bir sekil alir. Sperm ¢ekirdeginden distale dogru silindir seklinde
bir yapt uzanir. Bu yapi igerisinde birbirine paralel uzanan ¢ok sayida mikrotlbul
yapilart vardir. Silindirik yapt uzadikga, sitoplazma igerisinde yer alan
mitokondrileride kuyruk yoniinde tasir ve kuyruga ulastifinda mikrotiibiil yapilari
kaybolarak, kuyrugun orta parca ve esas pargasint ayiran anulus adi verilen hatti

olusturur. Ayrica kuyrugun fibr6z kilifi da bu evrede tamamlanir (Sargin ve Arpali,
2011).

Olgunlasma evresi

Gereksiz sitoplazma artik cisim olarak, sertoli hiicrelerinin fagositoz yapma
Ozelligi ile sperm hiicresinden uzaklastirilir. Mitoz ve mayoz boliinmeler de olmak
lizere bu asamaya kadar sperm hiicreleri birbirleri ile baglantilar yaparak, sinsityum
olusturmusglardir. Bu asamada ise sertoli hiicrelerinden kurtulup, sinsityal yapilarim

degistiren sperm hucreleri seminifer tiibiil liimenine birakilirlar. Bu olaya
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spermiasyon denir (Ginalp, 2008; Sargin ve Arpali; 2011). Bu siire¢ ozellikle
hormonal degisiklikler, sicaklik ve toksinler tarafindan etkilenebilir. Fakat bu
duyarliligin nedenleri heniiz bilinmemektedir. Seminifer tiibiil liimenine salinmayan

spermler ise, sertoli hiicreleri tarafindan fagosite edilir (Weinbauer ve ark., 2010).

Spermiyasyon ile seminifer tlbdl Iimenine birakilan sperm hiicreleri
yumurtay1 délleme yeteneginde degildir. Sperm hiicreleri bu yeteneklerini 6zellikle

epididimis olmak Uzere erkek Greme sisteminde kazanirlar (Giinalp, 2008).

2.3. Spermatogenezin Hormonal Kontroli

Sperm ve androjen dretilmesini igeren testikiler fonksiyonlar, folikdl
stimulan hormon (FSH) ve luteinizan hormon (LH) ile klasik bir endokrin
geribildirim dongiisii tarafindan diizenlenir (Sofikitis ve ark., 2008). Gonadotropin
salgilatict hormon (GnRH) pulsatil hipotalamik salinim gostererek 6n hipofiz
tarafindan FSH ve LH salinimina neden olur. GnRH, hipotalamusta sentezlenen ve
hipotalamik-hipofizyal dolasim sistemi sayesinde on hipofiz bezine tasinan bir
dekapeptittir. GnRH’1n hipofiz gonadotroplarindaki reseptorlere baglanmasi hem

FSH hem de LH’1n salinmasina neden olur.

FSH ve LH, a ve B olmak {izere iki alt birime sahip heterodimerik
glikoproteinlerdir. Iki hormon iginde o alt birimler ayn1 yapida olup, 92 amino asit
icerir. Fakat B alt birimler farkli yapidadir. LH 121 amino asitten olusan bir 3 alt
birimine sahipken, FSH ise 118 amino asitten olusan bir f alt birimine sahiptir. Her
iki hormon da testikuler seviyede hareket eder (Gadea ve ark., 2013). LH, seminifer
tiibiiller arasindaki interstisyumda yer alan Leydig hiicrelerin testosteron salinimini
saglar. Testosteron, seminifer tiibullerdeki germ hicrelerinin olgunlagsmasini
uyararak spermatogenezi baglatan ve devam etmesini saglayan Onemli bir
hormondur. Gametogenez etkilerinin yaninda sa¢ buyimesi, kemik metabolizmasi,
kas dagilimi, ikincil cinsiyet Ozellikleri ve erkek iireme organlariin fonksiyonu
tizerine 6nemli rol oynamaktadir (Nieschlag ve ark, 2008; Sargin ve Arpali, 2011).
Kandaki en 6nemli ve bol miktarda bulunan androjen testosterondur. Glinde 6-7 mg

testosteron sentezleyen testis, mevcut androjenlerin % 95’inden fazlasini olusturur.
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Sekil 2.6. Testis fonksiyonlarinin hormonal diizenlenmesi ve androjenlerin etkileri
(Nieschlag ve ark., 2008 ’ten uyarlanmaistir).

Androjen treten bir diger kaynak ise adrenaldir. Testosteron sentezleyen
leydig hiicreleri androjenleri depolayamadigindan siirekli olarak biyosentez
gerceklestirir. Metobolizmanin temel maddesi kolesteroldiir. Birgok hiicre
kolesteroli membran sentezi igin kullanirken, leydig hiicreleri kolesterole tiim

steroid hormonlarin temel 6nciil maddesi oldugu i¢in gereksinim duyar (Lei ve
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ark.,2001; Sriraman ve ark., 2005; Eacker ve ark., 2008). FSH ise direkt olarak
seminifer tlbdllerde yer alan sertoli hiicrelerine etki eder. Germinal epitelde sadece
sertoli  hicreleri testosteron ve FSH reseptorlerine sahiptir. Testosteron,
spermatogenez (zerine biyolojik etkilerini sertoli hiicrelerinde bulunan androjen
reseptorleri ile saglar. Testis ve hipotalamik-hipofizyal dolagim sistemi arasinda
iletisim, steroidler ve protein hormonlar araciligi ile saglanir (Nieschlag ve ark, 2008;
Gadea ve ark., 2013). Testosteron negatif geri bildirim yolu ile GnRH ve
gonadotropinlerin salgilanmasimi azaltir. Sertoli hiicreleri de FSH’mn hipofizden
salimimin1 6nleyen inhibin B ve aktif hale getiren aktivini de salgilamaktadir. Bu
endokrin kontrol sayesinde spermatogenez i¢in uygun bir ortam saglanir (Sargin ve

Arpali; 2011).

2.4. Spermin Tasinmasi ve Olgunlasma Siireci

Spermiyogenez sonunda olusan hiicreler morfolojik olarak olgun hiicrelerdir.
Fakat hareketsiz olduklar1 i¢in fertilizasyon yetenekleri yoktur. Seminifer tibdllerde
olusan spermler testikiiler sivi ile rete testise, daha sonra da duktuli efferentes ve
epididimisin bas bolgesine gelirler. Testikiiler sivinin basing 6zellikleri, duktuli
efferenteslerin silyali hiicrelerinin hareketi ve diiz kas hiicrelerinin kasilmasi ile
sperm hcreleri epididimis boyunca ilerler (Elder ve Dale, 2003; Carslon, 2009).
Epididimiste meydana gelen ve spermin fertilizasyon yetenegi kazanmasi islemine
sperm olgunlasmast denir. Bu slre¢, spermin bircok fizyolojik, biyokimyasal ve

morfolojik degisikliklerini igerir (Cooper, 1998).

Epididimal olgunlagma siirecinde; spermin bas bolgesinde negatif yik artar
ve sentezledikleri hyaluronidaz, fertilin, proakrosin, 1,4-galaktoziltransferaz gibi
yumurta hiicresine baglanmay1 saglayan antijenlerin epididimiste aktif hale gelmesi
ile sperm yumurta hiicresine baglanma yetenegi kazanir (Elder ve Dale, 2003).
Epididimal sekresyonlar spermin olgunlasmasinda ¢ok onemlidir (Cooper, 1998).
Epididimis salgisinda, yiiksek konsantrasyonda ii¢ diisiik molekiil agirlikli salgi
maddesi bulunur. Bu molekdller; L-karnitin, myo-inositol ve gliserofosfokolin olup
organik osmolit 6zelligi gostererek, spermin epididimiste depolanmasini ve kadin

genital yolunda ilerlerken canli kalmasinda rol oynar (Cooper ve ark., 1991). Sperm
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hiicresi epididimisin bag bolgesinden kuyruk bolgesine dogru ilerlerken, ATP, cAMP
ve Mg etkisinde kalarak hareket etme Ozelligi kazanir. Ayrica epididimal salgida
bulunan transferin ve karnitin molekiillerinin de ileri hareketten sorumlu oldugu

diistiniilmektedir (Elder ve Dale, 2003).

Sperm hiicresinin epididimiste kalma siresi 2-11 giin arasindadir. Bu organda
sperm olgunlasir ve ejakiilasyona kadar depo edilir (Johnson ve Varner, 1988).
Epididimisin kuyruk béliminde depo edilen spermler, vas deferensin kalin kas
tabakasinin kasilmasiyla iiretraya gecger. Spermlerin bulundugu bu salgiya seminal
vezikil ve prostat bezi sekresyonlarida katilarak ejakulat denilen bir salgi halinde

penis yolu ile disar1 atilir (Carslon, 2009).

2.5. Ejakulat (Semen) Olusumu

Testikiler, epididimal ve aksesuar bezlerin salgilarinin aksine ejakulat

vucutta yoktur. Sadece ejakulasyon zamaninda, bu organlardan gelen salgilarin

birlesmesi ile olusur (Cooper ve Yeung, 2010). Semen igerigi Tablo 2.1°de oldugu

gibi dort kisimdan olusur.

Tablo 2.1. Semen igeriginin dagilimi (Sunderman ve Boerner, 1950).

Bulbouretral bezden salgilanan agik renkli birkag

Ejakulasyon dncesi:
J y damla s1vi

Semenin ilk kismi: Prostat kaynakl1 ve spermden sinirl s1vi

Testis, epididimis ve vas deferens kaynakli, spermden

Semenin orta kisma: .
¢ok zengin

Semenin son kismi: Seminal vezikiil kaynakli
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Ejakulat hacminin yaklasik % 90’11 prostat ve seminal vezikiil salgilari,
kalan1 ise bulbouretral bezler ve epididim salgilart ile olusur (Weiske, 1994).
Prostatik salgi; sitrik asit, asit fosfataz, prostat spesifik antijen, ¢inko ve
magnezyumdan zengindir. Seminal vezikiil salgisi; spermin enerji kaynagi olan
fruktoz ve prostaglandinden zengindir. Ejakulatin pihtilagsmasi, prostattan gelen
cinko ile birlesen seminal vezikiillerdeki ¢inko baglayici protein olan semenogelin I
ile saglanir. Bu sekilde sperm hareketsiz kalir (Yoshida ve ark., 2008). Ayrica
epididimal salgida bulunan CD 52’de piht1 i¢cinde spermi tutan bir semenogelin
reseptoriidiir (Flori ve ark., 2008). Semenin pihtilagsmasini saglayan bu kompleks
yapi prostat spesifik antijenin proteolitik etkisi ile ¢oziiniir (Jonsson ve ark., 2005).
20-30 dakika icinde olusan sivilasma sirasinda ve sonrasinda semenin osmolalitesi
artar ve CD 52 boliinerek spermlerin pithtidan ayrilmasini saglar (Cooper ve ark.,
2005). Yaklasik 40-250 milyon sperm iceren ejakulat, seminal vezikillerden gelen
alkali ve prostattan gelen asidik salgilar nedeni ile pH 7.2-7.8 arasindadir (Carslon,
2009). Bulbouretral bezler ise, 0riner sistemin asiditesini noétralize eden
glikoproteinlerden olusmus alkali bir soliisyon salgilar ve ejakiilasyon dncesi gectigi

yolu yaglar (Cooper ve Yeung, 2010).

Ejakulat1 olusturan ve erkek lireme organlarindan gelen salgilar infertilitenin
olas1 nedenlerini teshis etmek i¢in analiz edilir. Bu analiz bezlerin varligi, salgilama

miktari, igleyisi veya tikaniklig1 hakkinda bilgi verir (Cooper ve Yeung, 2010).

2.6. Erkek Infertilitesi ve Degerlendirilmesi

Seksiiel olarak aktif olan ¢iftlerin herhangi bir korunma olmaksizin, en az bir
yil boyunca diizenli cinsel iliskide bulunmalarina ragmen (ortalama haftada iki kez
beraber olmak diizenli cinsel hayat olarak kabul gormekte), gebeligin olusmamasi
durumu infertilite olarak tanimlanmaktadir. Eger hi¢ gebelik olusmuyor ise bu
duruma primer infertilite, daha 6nce canli dogumla sonuglansin ya da sonug¢lanmasin
en az bir gebelik gergeklestiyse ve bu gebeligin ardinda baska gebelik elde edilmiyor
ise bu duruma sekonder infertilite ad1 verilir. Gebelik i¢in hi¢bir sansin olmamasi
durumu sterilite olarak tanimlanmaktadir. Bir menstiirel siklusta, gebe kalma

olasilig1 fekundabilite olarak tanimlanirken, saglikli ¢iftlerde bir ayda gebe kalma

31



olasiligr % 20-25, 6 ayda % 75 ve bir yilda ise % 90’dir (Spira, 1986; Delilbas,
1997; Duru, 1998).

Eskiden infertilite nedenlerinin kadin kaynakli oldugu diisiiniiliiyordii. Diinya
Saglhk Orgiiti (WHO-World Health Organisation) bunun izerine 1993 tarihinde
7273 infertil ¢ift Gzerinde infertilite nedenlerini arastiran bir ¢alisma yapmistir. Bu
calismaya gore toplumun yaklasik % 15’inde infertilite sorunu ortaya c¢ikmis ve
infertil ciftlerin % 41’inde sadece kadin, % 24’iinde sadece erkek, % 24’iinde erkek
ve kadin faktorii birlikte gorulirken, geriye kalan oranin infertilite kaynagi
belirlenememistir. Erkek infertilitesi tek basina ve kadin faktori ile birlikte tim
infertil vakalarin yaklasik yarisini olusturmaktadir (WHO, 1993). Bu sebeple erkek
fertilizasyon potansiyelinin degerlendirilmesinin mutlaka arastirmalarin erken

donemlerinde yapilmasi gerekmektedir.

Erkek infertilitesinin; irogenital enfeksiyonlar, cinsel faktorler, dogumsal
anomaliler, varikosel, endokrin bozukluklar, immunolojik faktorler gibi pek cok
nedeni vardir (WHO, 2000). Bu nedenlerin yaklasik % 40-60’1 belirlenebilirken,
biiyiik ¢ogunlugunun nedeni ortaya konulamamaktadir. Erkek infertilitesi varsa
cogunlukla anormal semen analizi ile ortaya ¢ikar. Anormal semen analizinden
sorumlu neden bulunamiyorsa bu durumda idiopatik infertilite tanimlamasi
yapilmaktadir. Nadiren semen analizi sonuglar1 normal olup, yumurtay
dolleyemeyen spermlerde olabilmektedir (Gunalp, 2008). Dolaysiyla erkek

infertilitesi degerlendirilirmesindeki amaglar;

e Var olan sorunun belirlenip tedavi edilip edilememesi,

e Eger tedavi edilemeyen bir sorun varsa, erkek spermi kullanilarak yardime:
tireme tekniklerinin uygulanmasi ile basar1 saglanacak ya da saglanamayacak
hasta grubunun belirlenmesi,

e Infertilitenin altinda yatan ve saghg tehdit ederek, tibbi tedavi gerektiren
hasta gruplarinin belirlenmesi,

e Yardimci iireme teknikleri ile diinyaya gelecek ¢ocuklarin sagligin1 bozacak

genetik hastaliklarin varligiin incelenmesi seklinde belirlenir (Sharlip ve
ark., 2002).
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Erkek infertilitesinin degerlendirilmesi; hasta dykiisiiniin dikkatle alinmasini,
konuda uzman kisi tarafindan yapilmig tam fizik muayeneyi, rutin semen analizini,
gerektigi durumlarda daha gelismis semen analizini, iirolojik, endokrinolojik ve
genetik agidan incelemeyi kapsamalidir (Arslan ve ark., 2006). Erkek faktorindn
incelenmesi sirasinda yapilacak ilk laboratuar degerlendirme semen analizidir.
Dikkatli bir sekilde yapilan semen analizi, testislerin sperm iiretimi ve aksesuar

bezlerin ¢aligsmas1 hakkinda saglikli bilgi almamizi saglar.

2.7. Semen Analizi

Semen analizi, erkek fertilite potansiyelini 6ngdrmek ic¢in en yaygin
kullanilan biyobelirtegtir. (Esteves ve ark., 2012). Seminifer tiibiillerin, epididimis ve
aksesuar seks bezlerinin fonksiyonel durumu hakkinda bilgi verir ve sonuglari
genellikle erkegin iireme potansiyelini ortaya koyar. Cinsel Uretkenlik donemindeki
erkekler incelendiginde % 6’sinda infertilite sorunu gorilmektedir. Bu vakalarin
yaklagik olarak % 90’inda bozulmus sperm iiretimi vardir (Giinalp, 2008). Varolan
infertilite ¢ogu zaman anormal semen analizi sonuglari ile ortaya ¢ikar. Pek cok
semen parametresi fertil ve infertil erkeklerin birbirinden ayrilmasi igin
kullanilmaktadir. En sik kullanilan parametreler; sperm konsantrasyonu, hareket, ileri
hareket ve sperm morfolojisidir. Her bir parametre klinik tani i¢in 6nemli olup, bir
biitiin olarak degerlendirilmelidir. Ancak literatiirler incelendiginde sperm
morfolojisi, lizerinde en ¢ok tartisilan tek sperm gostergesidir (Kruger ve ark., 1988;
WHO, 1999).

Semen analizi gilinlimiiz laboratuar kosullarina bakildiginda yapilmasi
gereken ilk ve en basit test olarak bilinse de, belirli bir standardizasyonu
saglanmamis incelemeler klinisyenleri yanls yonlendirmektedir. Semen analizindeki
standardizasyona duyulan ihtiyag sebebi ile Diinya Saglik Orgiitii (DSO) periyodik
olarak insan semeninin laboratuar incelenmesi ve islenmesi igin el Kkitaplar
yayimlamaktadir. Laboratuarlar bu el kitaplarin1 semen analizi yapabilmek icin
standartlagtirilmig yontemlerin pratik bir klavuzu olarak kullanirken, klinisyenler ise
semen analiz sonuglarmin yorumlanmast i¢in normal smirlarin referansina

giivenirler. 1980 yilinda yayimlanan ilk el kitab1 6nceki 80 yillik klinik deneyimleri
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ve arastirmalar1 Ozetlemektedir. 1987, 1992, 1999 ve 2010 yillarindaki
guncellemelerde DSO’ii, semen parametrelerinin degerlendirilmesine iliskin 6nemli
gelismeler saglamaktadir. DSO’ii son besinci baskiyr (2010) yayimlarken, dnceki el
kitaplarinda tanimlanan tiim yoOntemleri ayrintili bir sekilde gbzden gegcirip,
giincellemis ve yeni protokoller, testler eklemistir. Bu dogrultuda daha dnce normal
erkek fertilitesi ile uyumlu oldugu diisiiniilen referans degerler de degismistir (WHO,
1987; WHO, 2010). Son besinci baskida semen analiz referans degerleri bir dnceki
baskidaki referanslara gore Tablo 2.2°de goriildiigii tizere belirgin olarak daha
dustiktiir (Barratt ve ark., 2011; Yerram ve ark., 2012).

Tablo 2.2. DSO 1999 ve 2010 kriterlerinde yer alan en diisiik referans degerlerin
karsilastirilmas: (WHO, 2010).

Semen Parametreleri 1999 2010
Semen Volumu (ml) 2.0 1.5
Total Sperm Sayis1 (10° /ejakulat) 40 39
Sperm Konsantrasyonu (10°/ml) 20 15
Total motilite (PR+NP, %) 50 (a+b) 40 (at+b+c)
Progressive motilite (PR, %) 25 (a) 32 (ath)
Vitalite (Canli sperm,%) 75 58
Sperm morfolojisi (normal formlar, %) 14 4
Lékosit (10 /ml) <1.0 <1.0

DSO’ii besinci baskidaki referans araliklari, fertil erkeklerin semen kalitesini
karakterize eden veriler kullanarak belirlemislerdir (Cooper ve ark., 2010). 12 ay
veya daha kisa siirede babalik gecmisi olan erkekler fertil erkek olarak kabul gérmiis
ve ¢alisma sadece bu grup ile sinirlandirilmistir. Calismaya yas ortalamasi 31 olan,
sadece 10 tanesinin 45 yas iistli oldugu yaklasik 1953 erkek katilmistir. 3 kitada, 7
ulkenin fertil 6zellikteki erkeklerinin semen analizi sonuglarindan elde edilen ham
veriler toplanip, degerlendirilmistir (Auger ve ark., 2001; Stewart ve ark., 2009). Bu

erkeklerin yaklagik 1900 tanesinin semeni sperm sayisi, motilite ve hacim
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degerlendirmek icin kullanilmigtir. Sperm morfolojisi hakkindaki veriler yaklagik
1800 erkegi kapsayan dort calismadan elde edilirken, eozin-nigrozin yontemi ile
degerlendirilen sperm canliligi iki iilkede yaklagik 400 erkekten elde edilmistir
(Auger ve ark., 2001; Swan ve ark., 2003; Haugen ve ark., 2006; Stewart ve ark.,
2009). Calismaya katilan erkek grubu biiyiikk sehirlerde yasayan kiiglik bir erkek
grubunu kapsamistir. Asya, Orta Dogu, Latin Amerika ve Afrika’daki erkeklerin
calismada yer almamasi 2010 referans standartlarinin diinyanin dért bir yanindaki
verimli erkeklerin dagilimini temsil edemedigini gostermistir (Cooper ve ark., 2010).
Bu degerlendirmeler sonucunda belirlenen referans araliklarina gore 1999 DSO’ii
kriterlerine dayanarak anormal olarak degerlendirilen 982 erkek 2010 kriterlerine
gore tekrar degerlendirilmis olup, bu erkeklerin yaklagik % 39’u normal olarak
yeniden smiflandiriimistir. DSO tarafindan &nerilen referans degerler yalnizca yakin
zamanda babalik geg¢misi olan sinirli sayida erkeklerin semen parametrelerini temsil
ettigi icin infertil ¢iftleri tedavi eden uzmanlar semen analizi yaninda, hastanin
kapsamli oykiisii, uygun bir fizik muayene, endokrin, genetik ve diger

arastirmalarida kapsamalidir (Esteves ve ark., 2012).

Erkek infertilitesinde laboratuar degerlendirilmesinin ilk agamas1 olan semen
analizinin en az 4 hafta ara ile belirli bir standartizasyona gore yapilmis olmasi
gerekir (Speroff ve Fritz, 2010). Cunki saglikli goriinen erkeklerin semen
parametrelerinde bile zamansal ve mevsimsel farkliliklar goriilebilir. Bu nedenle
birden fazla semen analizinin yapilmasi sonuglarin dogrulugu agisindan 6nemlidir.
Semen analizin standart muayenesi; drnegin toplanmasi, makroskopik degerlendirme
ve mikroskopik degerlendirmeyi igerirken, gerektigi durumlarda semen ve sperme ait
Ozel klinik testleri, genetik, endokrinolojik ve mikrobiyolojik degerlendirmeleri de

icermelidir.

2.7.1. Semen Orneginin Toplanmasi
Belirli bir standarta gore yapilan semen toplama islemi, analiz sonuglarinin

karsilastirilmasinda ve dogru tedavi protokollerinin uygulanmasinda son derece

Onemlidir. Buna gore;
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Hasta numune vermeden 6nce detayli tibbi oykiisii alinmalidir. Cinsel yolla
bulasan hastalik, hepatit, kabakulak gecirip gecirmedigi, varikosel ve kronik
hastalik durumu, ilag, alkol ve sigara kullanimi {izerinde durulmalidir.

Semen Orneginin en az 2, en fazla 7 ginliik bir cinsel perhiz siresi ile
alinmasi1 gerekmektedir. Perhiz siiresinin daha kisa olmasi semen hacmi ve
yogunlugunun azalmasina, daha uzun olmasi ise semen hacminin,
yogunlugunun, olii, hareketsiz ve morfolojik olarak anormal sperm
oranlarinin artmasina neden olmaktadir.

Semenin toplanmasinda tercih edilen yol masturbasyondur. Ciinkii semenin
tamam1 sadece bu yolla toplanabilmektedir. Eger masturbasyon yolu ile
numune verilemiyor ise spermisidal ajanlar icermeyen, 6zel olarak iiretilmis
prezervatifler kullanilarak iliski sirasinda da numune toplanabilir. Dogum
kontrol amagh kullanilan prezarvatifler spermisidal fonksiyona sahip
olduklari i¢in tercih edilmemelidir.

Sperm hiicreleri semen i¢inde homojen olarak dagilmamaktadir. Numunenin
eksik verilmesi analiz sonuglarim1 etkilemektedir. Bu nedenle semen
toplanirken disar1 kagirilmamasina ve dokiilmemesine dikkat edilmelidir.
Semen toplanan kaplarin sperm tizerine toksik olmayan, tek kullanimlik, kuru
ve genis agizli kaplar olmasina dikkat edilmelidir. Numune kaplarinin
Uzerinde hasta ad1 ve soyadi belirtilmis olmalidir.

Masturbasyon sirasinda krem veya sabun gibi kayganlastirici maddeler
kullanilmamalidir. Numuneye disaridan su da dahil olmak (izere higbir
yabanci madde kontaminasyonu olmamalidir.

Semen Orneginin, laboratuarin i¢inde veya yakinindaki bir ortamda
toplanmasi en uygundur. Stres ve gerilimin semen parametreleri Uzerine
negatif etkileri olabilecegi unutulmamali, hastanin kendisini rahat hissedecegi
bir ortamda toplama islemi yapilmalidir. Eger toplama islemi evde
yapilacaksa, semen Orneginin viicut 1sisinda muhafaza edilerek, calkalamadan
hizl1 bir sekilde laboratuara ulastirilmasi gerekmektedir.

Alinan semen Ornegi en fazla 1 saat i¢inde incelenmelidir (Kayik¢1 ve ark.,

2002; Speroff ve Fritz, 2010).
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2.7.2. Semenin Makroskopik Degerlendirilmesi

Makroskopik incelemede semen igerigi; renk ve koku, likefaksiyon
(sivilasma), viskozite, hacim ve pH gibi semenin goriiniimiinii tanimlayan

parametreler acisindan degerlendirilmektedir.

Renk ve Koku

Taze ve normal bir semen viskdz, homojen, gri-beyaz ve opaktir. Sperm
konsantrasyonu azaldik¢a opak goriinimde azalir. Rengin beyaz olmasi; sperm
konsantrasyonunun yiiksek olduguna, sari olmasi; cinsel perhiz siiresinin uzamis
veya enfeksiyon olduguna, kirmizi-kahverengi renkte olmasi ise; iirogenital sistem
kanamalarindan kaynakli semende eritrosit varligini gostermektedir. Semen kendine
0zgl kestane cicegi kokusundadir ve bu kokunun prostat sivilarinin neden oldugu
sperm oksidasyonu sonucu olustugu disiiniilmektedir. Koku da perhiz siresi ve
enfeksiyona bagl olarak degisebilmektedir (Giezerman ve Bartoov, 1986; Kayike1
ve ark., 2002; Cooper, 2010).

Likefaksiyon (Swvilasma)

Ejakiilasyon sirasinda akiskan olan semen, numune kabina toplandiginda
seminal vezikiil salgisi icinde bulunan semenogelin I proteini sayesinde koagiile olur.
Bu asamada numuneye makroskopik olarak bakildiginda igerisinde heterojen
topaklar gorilur. 37°C’ye ayarlamis inkiibatore alinarak semenin homojen ve sivi
gibi bir hal almasi beklenir. Semenin, prostat salgisinda bulunan proteolitik enzimler
aracilif1 ile sivilagtigr bu siirece likefaksiyon denir. Bu siire¢ genelde yaklasik 20
dakika surer. Likefaksiyon siireci makroskopik olarak tanimlanabildigi gibi
mikroskopik olarak da anlasilabilir. Likefiye olmamis orneklerde sperm hiicreleri
hareketsizdir. Sivilasma ile hareket kazanir. Likefaksiyon siiresinin 60 dakikadan
fazla olmasi patolojik olarak kabul edilir. Bu durum likefaksiyondan sorumlu prostat
bezinin fonksiyonlarinin yetersiz oldugunu diisiindiirmektedir. Likefaksiyon

olmadigt durumlarda mekanik karistirma veya enzim kullanarak sivilagma
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saglanabilir. Bu islem sperm hiicresini olumsuz etkilese de yapilmalidir. Ciinkii
likefiye olmayan semen drneklerinin mikroskopik incelemesi miimkiin degildir
(Ormen ve Onvural, 2003; WHO, 2010).

Viskozite

Normalde likefiye olmus semenin diisiik viskozitesi vardir. Ejakiilasyondan
sonra viskoz Ozelligini koruyan ve zamanla degismeyen semen hiperviskdz olarak
kabul edilir. DSO’ne gore teshis, likefiye olmus semenin olusturdugu iplik
uzunlugunun Ol¢timiine dayanmaktadir (WHO, 1999). Viskozite tayini, semen
orneginin plastik, tek kullanimlik ve yaklasik 1,5 mm ¢apinda bir pipet igine nazikge
aspire edilip, sonrasinda yergekimi ile diismesine izin verilerek yapilmaktadir.
Normal bir numune, pipeti kiigiik ve birbinden ayri1 damlalar halinde terk ederken,
viskozitesi artmis numune ise 2 cm’den uzun bir iplik olusturacak sekilde terk eder.
Alternatif olarak numuneye bir cam ¢ubuk yerlestirilip, ¢gubugun ¢ekilmesi ile olusan
ipligin uzunlugunu gozleyerek de viskozite tayini yapilabilir. Iplik uzunlugunun 2
cm’yi astigt durumda viskozite anormal olarak kaydedilir (WHO, 1999). Bu
degerlendirme semenin visko-elastikiyetini 6lger. Kismen likefiye olmus bir semenin
aksine viskdz bir semen numunesi homojen yapiskanlik gosterir ve zamanla kivami

degismez.

Viskozite derecesini belirlemek i¢in semen damlalarinin iplik uzunluklar1 bir
santimetre skalasinda dl¢iilebilir. Damla uzunlugu 2-4 cm arasinda olan semen hafif
hiperviskdz, 4-6 cm arasinda olan 1limli hipervisk6z, 6 cm’den daha fazla olanlar ise
siddetli hiperviskdz olarak smiflandirilir. Infertil ciftler {izerinde yapilan bir
calismaya gore hiperviskozite prevalansinin % 26,6 gibi yiiksek oranda oldugu
gosterilmistir. Bu hasta grubunun % 13,1’ini hafif hiperviskozite, % 6,6’sin1 1limh

hiperviskozite, % 6,4’1inii siddetli hiperviskozite olusturmustur (Elia ve ark., 2009).

Koagiilasyon ve likefaksiyon sonrasi anormal semen viskozitesinin kesin
nedeni bilinmemekle birlikte, en c¢ok aksesuar bezi enfeksiyonu, artan lokosit
seviyeleri ve inflamasyon ile aksesuar bezlerin islev bozukluklarinin neden oldugu

diistiniilmektedir (Pomerol, 1994). Yapilan ¢alismalar hiperviskozitenin diisiik sperm
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konsantrasyonu, diisiik sperm motilitesi, diisiik sperm canliligi ve seminal
vezikiillerin hipofonksiyonu ile iligkili oldugunu gdstermistir. Normal viskozite i¢in
seminal vezikiillerin diizglin isleyisinin olmasi1 gerekir. Prostattan salgilanan ve
likefaksiyon sirecinde yer alan bir proteolitik enzim olan prostat spesifik antijen,
hiperviskoz Orneklerde diisiik seviyede bulunmustur (Gonzales ve ark., 1993;
Elzanaty ve ark., 2004). Genetik faktor etkisi ile de hiperviskozite gelistigi ortaya
konulmustur. Yapilan bir ¢alisma ile kistik fibroz ve hiperviskozite arasinda bir iliski

bulunmustur (Rossi ve ark., 2004).

Hiperviskozite ve bu duruma katkis1 olan faktorler, sperm ve semen
parametrelerini olumsuz etkilemektedir. Hipervisk6z semenin; motilite, hiz ve
spermlerin dogrusal yonelmesi gibi kinetik parametrelerini etkiledigi gozlenmistir
(Mendeluk ve ark., 1997). Ayrica kadin tireme kanalindaki normal sperm hareketini
de bozarak infertiliteye yol acabilmektedir. Anormal viskoziteli semen érneklerinde
yapilan caligsmalarla, sperm kromatin biitiinligli, normal semen viskozitesi olan
numunelerle kiyaslandiginda anlamli  derecede diisiik oldugu bulunmustur
(Gopalkrishnan ve ark., 2000). Yapilan c¢aligmalar viskozitesi artmis numunelerin
sperm sayisinda belirgin bir azalma oldugunu ortaya koyarken, ¢inko konsantrasyonu
ile sperm sayis1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir pozitif korelasyon bildirmistir
(Mankad ve ark., 2006).

Hacim

Semen hacminin biiyiik kismi seminal vezikiller ve prostattan, daha az
miktarda ise bulbouretral bezler ve epididimden gelen salgilarla olusmaktadir.
DSO’niin 2010 kriterlerinde semen hacminin alt smirmi belirlemek icin kullandig
normal semen Orneklerinin % 95’ten fazlasinin 2 ml’den kii¢iik olmasi sebebi ile (%
95 giiven araligi 1,4-1,7 ml), 1999°da 2 ml olan alt sinir deger, 2010 tarihinde
yayimlanan kriterler de ise 1,5 ml’ye diigmiistiir. Eger hacmin alt sinir1 1999°da ki
referanslarda kalsaydi, 2010 kriterlerini belirlemek icin g¢alismaya alinan erkek
gruplarinin tamamina yakininin semen hacim parametresi anormal kabul edilecekti
(Chiles ve Schlegel, 2015).
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DSO’ne gore hacmi degerlendirmek icin kullanilan en dogru metot,
numunenin toplandig1 kap ile tartilarak hesaplanmasidir. Bu yonteme gore; semen
onceden tartilmis ve agirlig belirlenmis temiz bir kap i¢ine alinmaktadir. Daha sonra
kap, icerisinde semen ile birlikte tekrar tartilip, toplam agirliktan kabin baslangigtaki
agirh@r cikartilmaktadir. Semen dansitesi 1,043 ve 1,102 g¢/ml arasinda
degismektedir. Semen dansitesini 1 g/ml oldugunu varsayarak, numunenin
agirhgindan hacim hesaplanabilmektedir. DSO 2010 kriterlerini belirlerken 1953
tane semen numunesinin 1582 tanesini bu metodolojiye gore degerlendirmistir.
Geriye kalan numuneleri dereceli silindire aktararak analiz etmis ve 0,9 ml’ye kadar
ulasan hacim kayiplarmin var oldugunu ortaya koymustur. Dolayisiyla pipet ve
siringa ile aspire edilerek veya 6l¢iim silindirine aktarilarak hesaplanan hacimler,
numunenin tamami alinamadig i¢in Onerilmemektedir. Hacmi degerlendirmek icin
kabul edilebilir bir diger metot ise; numuneyi minimum 0,1 ml aralikl
derecelendirilmis silindire dogrudan toplamaktan ibarettir. Bu teknisyenlerin
numuneyi aktarma ihtiyaci olmaksizin dogrudan birincil toplama kabinda hacmin

okunmasina izin verir (Auger ve ark., 1995; WHO, 2010, Chiles ve Schlegel, 2015).

Normal bir semen hacmi 1,5-5,0 ml arasinda olmaktadir. 1 ml’den daha az
olmasi hipospermik olarak adlandirilip, sebebi semenin eksik bir sekilde
toplanmasina veya cinsel perhiz siiresinin kisa olusuna bagl olabildigi gibi, bosaltim
kanallarinin tikali olusuna, dogumsal bilateral vas deferens yokluguna (CBAVD),
hipogonadizim ve retrograd bosalmayada baglidir. CBAVD tanis1 olan 105 hasta
lizerinde yapilan bir calismada ortalama semen hacmi 0,7 ml’dir (Weiske ve ark.,
2000). CBAVD hastalarinin ¢ogunda vas deferens ile ayni embriyonik kdkenden
gelisen seminal vezikiller yoktur. Bu durum da hacim kaybina neden olmaktadir.
Hipogonadik erkeklerde ise hacim kaybi, testikiiler androjenlerin eksikligine bagh
olarak seminal vezikiil ve prostatin yeterince iiretim yapamamasindan
kaynaklanmaktadir. Herhangi bir azospermi vakasi veya semen hacminin 1 ml’den
diisiik oldugu durumlarda retrograd bosalma da akla gelmelidir. Retrograd
bosalmada tani ejakulasyon sonrasi idrarda sperm bulunmasi ile dogrulanmaktadir.
Eger semen hacmi 6 ml’den daha fazla ise hiperspermik olarak adlandirilip, sebebi
cinsel perhiz sdresinin uzun olusu, aksesuar bezlerde olusan inflamasyona baglh
eksiidasyon ve numune toplama islemi sirasinda 6rnek kabina su, idrar vs

kontaminasyonudur (Speroff ve Fritz, 2010).
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pH

Seminal vezikiillerin alkali salinimi ile asidik Ozellikte prostatik salgi
arasindaki denge semenin pH’sin1 belirlemektedir. Likefiye olmus semenin pH’s1
icin disiik referans degeri 7,2°dir. Kronik inflamatuar hastaliklar, atrofiye ugramis
testisler, semende prostatik salgi miktarinin artmasi ve idrar kontaminasyonu gibi
durumlarda pH asitlesir. CBAVD’li hastalarda semen pH’s1 seminal vezikiillerin
bulunmamasi sebebi ile 6,8’den diisiiktiir. Prostatik yetmezlik veya uzun sure
beklemis numunelerde seminal plazma siirekli olarak CO2 olusturudugu igin pH
yukselir. Bu nedenle pH ol¢iimi semen likefiye olduktan sonra 30 dakika iginde
degerlendirilmelidir. pH Ol¢limii yapilirken; numune homojenize olacak sekilde
karistirilir ve dikkatli bir sekilde pH kagidinin iizerine bir damla numune damlatilir.
Semenin emildigi bolgede homojen bir renklenme oluncaya kadar beklenir ve olusan
renk kalibrasyon seridi ile karsilastirilarak pH belirlenmis olur (Ozdener, 1993;
WHO, 2010).

2.7.3. Semenin Mikroskopik Degerlendirilmesi

Semen analizinin mikroskopik incelemesi sirasinda sperm konsantrasyonu,
motilite 6zellikleri, morfolojik yapi, agliitinasyon ve agregasyon varligi, yuvarlak
hiicre sayist ve bu hiicrelerin ayrimi, gerekli durumlarda da canhilik tayini
yapilabilmektedir. Mikroskopik degerlendirmenin saglikli sonu¢ verebilmesi,
likefiye olmus taze semenin dilile edilmeden ve boyanmadan hazirlandigi islak
preparatlarin faz-kontrast mikroskopu kullanilarak incelenmesi ile olur (Kayik¢r ve

ark., 2002; WHO, 2010).

Islak Preparat Hazirlanmast

e Semen numunesi, hava kabarcig1 olusmayacak sekilde iyice karigtirilmalidir.

Bu islem sirasinda sperm iizerine negatif etki olusturacak kuvvetten
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kagiilmalidir. Yaklagik 1,5 mm capli plastik pipet araciligr ile semenin 10
defa aspire edilmesi ile semenin homojenize olmasi saglanir.

e Incelenecek numune miktari, karistirma isleminden sonra temiz bir lam
lizerine alinmalidir. Semen analizi sirasinda alinan her 6rnek i¢in numune
tyice kanistirllmalidir. Ciinkii numune bekledikge sperm ve sperm disi
hiicreler kabin dibine ¢oker ve bu durum daha sonraki test ¢alismalarini
etkileyebilir.

e Sperm hiicrelerinin lam lamel arasinda ii¢ boyutlu hareketine imkan verirken,
bu hareketi sirasinda odakta kalmalarini da saglayabilmek igin yaklasik 20
um’lik derinlikte 1slak preparat hazirlanmalidir. Ciinkii derinligin 20 pm’den
daha az olmasi sperm hiicresinin {i¢ boyutlu hareketini, 20 pum’den fazla
olmasi ise sperm hiicresine odaklanmayi zorlastirir (Le Lannou ve ark., 1992;
Kraemer ve ark., 1998). Bunun i¢in incelenecek numune miktart ve lamel
boyutlar1 standardize edilmelidir. Islak preparatin derinligini Standardize

etmek i¢in kullanilan formiil Tablo 2.3’te oldugu gibidir.

Tablo 2.3. Islak preparatin derinlik hesab1 (WHO, 2010).

Numune Hacmi (V,ul=mm3)

P tin derinligi (D =
reparatin derinligi (D pm) Numunenin Yayildigi Alan (A, mm?)

Buna gore; temiz bir lam Gzerine 10 pl standart hacimde semen numunesi
konulur. Uzerine 22 mm x 22 mm lamel (A= 484 mm?) kapatildiginda yaklasik 20,7

pum derinlik saglanmis olur.

e Lamel kapatilirken hava kabarcigt kalmamasina dikkat edilmelidir.
Numune lam lamel arast yayillir yayilmaz, 1slak preparat
degerlendirilmelidir.

e Her bir gébrme alami incelendiginde sperm sayis1 degisiklik gosteriyorsa,
semen numunesi homojen olacak sekilde karistirilmamistir. Islak
preparat, semen iyice karistirildiktan sonra tekrar hazirlanmasi gerekir.

Dikkatli bir sekilde karigtirilip tekrar edilen semen 6rneklerinde sperm
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hiicreleri hala homojen bir sekilde dagilmamissa; anormal likefaksiyon,

hiperviskozite, agregasyon ve agldtinasyon akla gelmelidir (WHO, 2010).

Sperm Hucresinin Agregasyonu

DSO’niin 2010 yilinda belirledigi kriterlere gore, hareketsiz olan sperm
hiicrelerinin, hareketli veya hareketsiz olan spermlere, sperm dis1 hiicrelere ve mukus
iplikleri ~ denilen  yapiskan  akintiya  baglanmasi  agregasyon  olarak

degerlendirilmektedir.

Sperm Hucresinin Aglutinasyonu

Hareketli olan sperm hiicrelerinin; birbirlerine bas-basa, kuyruk-kuyruga ve
bas-kuyruga seklinde yapismasi agltinasyon olarak degerlendirilmektedir. Belirgin
bir sekilde sperm kiimelesmesi ve agliitinasyon goriilmesi antisperm antikorlarin
varligin1 diistindiirebilir (Kayik¢1 ve ark., 2002). Antisperm antikor varligt immun
sisteme ait bir bozukluk oldugunun gostergesidir. Saglikli bireylerde kan-testis
bariyerleri, spermleri immun sistemin tanimasi ve antijen olusturmasma kars
korumaktadir. Bariyerin herhangi bir sebeple bozulmasiyla, sperm kanla karigir ve
antijenik cevap olusur (Turek, 1999). Sperme baglanmis antikorlar sperm hareketini
ve fertilizasyonu etkiler. Antikor bagli sperm sayist yaridan fazla ise fertilizasyon
orani azalir. Tercih edilen tedavi yoOntemi intrauterin inseminasyon (IUI)’dur

(Ayvaliotis ve ark., 1985; Ombelet ve ark., 1997).

DSO’ii agliitinasyonu birbirine bagli veya serbest kalan sperm sayisina gore 4

gruba ayirarak derecelendirmistir. Buna gore;

e Derece 1, izole (Grade 1); Agliitinasyon kiimeleri incelendiginde bagli olan
sperm sayisi < 10 seklinde olup, cogu sperm hiicresi serbesttir.

e Derece 2, Orta Derecede (Grade 2); Agliitinasyon kiimeleri incelendiginde
bagli sperm sayisi 10-50 seklinde olup, izole grup ile karsilastirildiginda

serbest sperm sayist daha azdir.
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e Derece 3, Genis (Grade 3); Agliitinasyon kiimeleri incelendiginde bagl
sperm sayis1 > 50 seklinde olup, bazi sahalarda serbest sperm goriilebilir.
e Derece 4, Yogun (Grade 4); Agliitinasyon kiimeleri incelendiginde

spermlerin hepsi agliitine olmustur ve serbest sperm hiicresi goriilmez (WHO,

2010).

. Aglltinasyon derecesi
Ilgili Kisim

izole Orta Genis Yogun

Bas-basa

Kuyruk-
kuyruga

Kuyruk ucu-
kuruk ucuna

Karisik; bas
basa ve
kuyruk
kuyruga

Yumaklasmus;
bas kuyruk
birbirine
karisms

Sekil 2.7. Farkli sperm agliitinasyon derecelerinin sematik diyagrami (WHO
Laboratuvar El Kitabi, 2010 yili basiminda yer alan sekle gore
uyarlanmistir).

44



Yuvarlak Hiicre ve Lokositlerin Ayrimi

Semende sperm hiicresi haricinde; tirogenital sistem kaynakli epitel hiicreler,
immatur germ hiicreleri ve I8kositler bulunabilmektedir. Immatur germ hiicreleri ve
I6kositler yuvarlak hiicre olarak adlandirilmakta ve rutin semen analizinde ayrimi zor
olmaktadir. Yuvarlak hiicre konsantrasyonu 5 milyon/ml’yi gectigi durumlarda
16kosit ve immatur germ hiicrelerini birbirinden ayirmak gerekir. Seminal I6kositler
ile semen Kkalitesi arasindaki iliski literatiirde hala tartismalidir. DSO semende 1
milyon/ml’den fazla I6kosit bulunmasini anormal kabul etmis ve 16kosit sayisinin
artmasini l6kospermi olarak adlandirmigtir. Bu durum o6zellikle infetil erkeklerde
yaygin goriilir ve genel popiilasyonda % 10-20’lik bir insidansa sahiptir. Bununla
birlikte, seminal 16kositlerin daha diisiik konsantrasyonlar1 (0-1 milyon/ml) hala ¢ok
daha yaygin bir durumdur ve enfeksiyon yoklugunda bile goriiliir (Rodin ve ark.,

2003; WHO, 2010).

Lokospermi durumunda I6kositlerin reaktif oksijen tiirlerini arttirarak sperm
hiicresinin hareket ve fonksiyonunu negatif yonde etkiledigi diiginiilmektedir.
Lokospermi varligi; genital sistem enfeksiyonu ya da inflamasyon ihtimalini
diigiindiirmeli ve 1okositleri immatur germ hiicrelerinden ayirmak igin ileri testler
yapilmalidir. Bu testler; intraseliiler peroksidaz varligina dayali testler ve lokosite
spesifik olan antijen testleridir. Semende yaygin olarak bulunan 16kosit tiirii
notrofillerdir. Notrofiller intraseltler peroksidaz icerirler. Ortama benzidin ve
hidrojenperoksit ilave edildiginde kahverengiye boyanirlar (Aktan, 2011).
LeucoScreen adindaki ticari kit peroksidaz igeren Iokositleri kahverengiye boyayarak
pratikte tercih edilmektedir (Sekil 2.8). Bu yontemle nétrofiller, immatur germ
hiicrelerden ve peroksidaz igcermeyen diger 16kosit tiirlerinden ayrilirlar. Peroksidaz
iceren veya icermeyen biitiin 16kositlerin immatiir germ hiicrelerden ayrimi i¢in daha
pahali ve zaman alan immunhistokimyasal yontemler kullanilabilir. Bu ydnteme
gore; insan lokositlerinin timd uygun bir monoklonal antikor ile belirlenen spesifik

bir antijen olan CD45 igerir ve kirmizi renge boyanirlar (WHO, 2010).
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Sekil 2.8. Seminal yuvarlak hicre goérinimi (A-B) Faz kontrast mikroskopta
incelenen 1slak preparat, (C-D) Isik mikroskobunda incelenen
leucoscreen ile boyali preparat (Shedding Light on the Nature of Seminal
Round Cells,
http://www.journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.01
51640 17.09.2017).

Sperm Konsantrasyonu

Semendeki total sperm sayis1 ve sperm konsantrasyonu spermin yumurtay1
dolleme yetenegi ve gebelik olusuncaya kadar gegen zaman dilimi ile iliskili olup,
gebelik olusmasinin belirleyici etkenlerinden biridir (Bonde ve ark., 1998; Larsen ve
ark., 2000; Slama ve ark., 2002). Semende var olan sperm sayisi cinsel perhiz
stiresine ve testis hacmine bagli olarak degisebilir. Bir erkegin ejakiilator kanal
tikaniklig1 ve uzun bir cinsel perhiz siiresi yoksa total sperm sayisi testis hacmi ile
baglantilidir. Bu durum testislerin sperm hiicresi liretme kapasitesini gosterir fakat
sperm konsantrasyonu seminal vezikiil ve prostat sekresyonlariyla diliie oldugu igin
testis iglevini degerlendirirken spesifik degildir (Eliasson, 1975; Handelsman ve ark.,

1984).
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Sperm goriintiilemek i¢in en iyi yol, 20 x faz kontrast objektif ile donatilmis
bir mikroskop kullanarak yapilmaktadir. Cogu klinik laboratuar faz kontrast
kullanmaz ve 10 x’lik bir objektif kullanarak, prosediirii daha da zorlastirmaktadir.
Mevcut optik mikroskopa, faz optiklerinin eklenmesi semen analizini iyilestirmenin
nispeten ucuz bir yoludur. Mikroskop aydinlatmasini en uygun hale getirmek ve
cihaz bakimi yapmak, iyi optik kalite ve sperm goriintiileme igin gereklidir
(Rothmann ve Reese, 2009).

Total sperm sayisi ve sperm konsantrasyonu ayni anlama gelmemektedir.
Sperm konsantrasyonu 1 ml semende bulunan sperm sayisini ifade ederken, total
sperm sayist ise tim semendeki sperm sayisini ifade eder ve basitce semen hacmi ile
sperm konsantrasyonunun carpimina esittir. Semen igindeki hucresel elementlerin
miktarimi belirlemek i¢in Sekil 2.9°da gorildigi {lizere ¢esitli sayim odalari

kullanilmaktadir.

oy

C
2}

Sekil 2.9. Sperm sayim odalart (A) Makler kamara, (B) Neubauer
hemositometre, (C) Standart sayim Leja slayt, (D) Cell
Vision, (E) Cell-Vu, (F) Mikrocell (Rothmann ve Reese,
2009).

Yillarca hemositometre sperm sayimminda kullanilabilen tek sperm sayim
odasitydi. Bu yontem, semen igin seyreltme ve yaygin olarak olusan pipetleme

hatalarin1 tespit etmek i¢in seyreltilmis numunenin tekrar tekrar test edilmesini
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gerektirmektedir. Dolayis1 ile zaman alan bir metottur (Niederberger, 2004).
Hemositometre yaklagik 100 pm’lik oda derinligine sahiptir. Ancak bu derinlik
hareketli ve hareketsiz hiicrelerin karigimi i¢in tamamen uygun degildir. Sekil
2.10°da goriildiigii gibi zaman gectikce hareket etmeyen hiicreler sayim odasimin
tabanina otururlar. Hareketli hiicreler yiizmeye devam eder ve odanin derinliklerine
dogru iner. Boylece spermlerin tiimii ayni1 odak diizleminde olmaz ve sonug olarak
hem hareketli hiicre oran1 hem de sperm konsantrasyonunun dogru sayimi imkansiz
hale gelir. Bu nedenle tiim spermlerin hareketsiz olmasini saglayan sperm Oldiiriicii
soliisyonlar kullanilarak, sperm konsantrasyonu belirlenir. Hemositometre odasi ve
lamelleri, tekrar kullanilmadan 6nce iyice temizlenmeli ve kurutulmalidir. Uzerinde
sperm Oldirici kalinti birakilmamalidir. Yeterince temizlenemeyen durumlarda
gelecekteki ornekleri kirletebilir. Bunun yaninda tekrarlanan temizlikler sayim odasi
ylzeyini yavas yavas asindirarak, odanin deriniligini degistirebilir. Bunun sonucunda
da hatali sperm sayimmi kaginilmazdir. Diizenli olarak kullanilan bir hemositometre
her 1-2 yilda bir veya ¢izildiginde degistirilmelidir. Ancak bircok laboratuar
hemositometreyi bu surenin ¢ok 6tesinde kullanmayi siirdiirmektedir (Rothmann ve
Reese, 2009).

Sekil 2.10. Sayim odalarinin derinlik karsilastirilmasi (A) 10-20 pm
derinlikte sperm sayim odasi ve tek goriis diizlemindeki
sperm, (B) 100 pum derinlikte hemositometre ve ¢oklu
goriis diizleminde sperm (Rothmann ve Reese, 2009).

Sperm konsantrasyonu belirlemek igin giiniimiizde en ¢ok kullanilan kamara

1978 yilinda Prof. Dr. Ammon Makler tarafindan tasarlanmis Makler Sperm Sayim
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Kamarasidir. Bu kamara hemositometreye gore iki 6nemli avantaja sahiptir. Semen
numunesinin seyreltilmesine gerek duymaz ve bu ylzden seyreltme hatalarini
gidermek i¢in yapilan tekrarlama islemlerini gerektirmez. 10 um derinlige sahip olan
bu kamara sperm konsantrasyonunun belirlenmesinin yaninda, sperm hiicresinin tek
bir dlzlemde serbest hareketine de imkan vererek, hareket ylzdesini de
belirlememizi saglar (Ginsburg ve Armont, 1990; Johnson ve ark., 1996; Isik ve
Vicdan, 1999; Delilbasi, 2007). Ayrica kapiller hareketle dolan alternatif sayim
odalar1 da vardir. Ancak bu sayim odalar1 spermi sayim alan1 boyunca esit araliklarla

yerlestiremediginden hatali sayma egilimi gosterebilir.

Sayim odalarinin karsilagtirilmalar literatiirde bol miktarda bulunur. Ancak
farkli analitik teknikler, farkli kalite kontrolii ve metodoloji kullanimi ¢eligkili
onerilere yol agmaktadir (Tomlinson ve ark., 1993; Johnson ve ark., 1996). Semen
analizi sirasinda laboratuarlarin sperm konsantrasyonunu belirlemek i¢in ayni
hastada farkli sayim metotlar1 kullanmalar1 tutarsiz sonuglar ortaya koymaktadir. Bu
da hastaya dogru tant ve uygun tedavi protokolii uygulanmasinda yanilgiya
ugratabilir (Isik ve Vicdan, 1999; Delilbast ve ark., 2000; Delilbas1 ve ark., 2001).
DSO’niin belirledigi standardizayona gore hazirlanan ve degerlendirilen semen bu

agidan onemlidir.

DSO’niin 1999°da yayimladig1 kriterlerde sperm konsantrasyonu igin referans
alt sinir degeri 20 milyon/ml iken, 2010 kriterlerinde ¢alisilan semen sonuglar1 % 95
gliven araligi 12-16 milyon oldugu i¢in 15 milyon/ml olarak bildirilmistir. Toplam
sperm sayisi ise daha az dramatik bir sekilde azalmistir. Total sperm sayisinin 1999
kriterlerine gore referans alt sinir degeri 40 milyon iken, 2010 kriterlerinde % 95
giiven araligi 33-46 milyon oldugu i¢in 39 milyon olarak degerlendirilmistir. Total
sperm sayisi, toplam hacim ve sperm konsantrasyonunun {iriinii oldugu i¢in semen
hacminin o6lgiilmesindeki degiskenlik toplam sperm sayisinin hesaplanmasini da
etkileyebilmektedir. DSO’niin 2010 kriterlerini belirlerken ¢aligmaya aldigi 1953
fertil erkek incelendiginde; 888 tanesinde Neubauer sayim odasi, 165 tanesinde
Makler, Burker-Tiirk veya Thoma sayim odasi, geriye kalan 900 numunede ise
Neubauer, Burker-Turk, Thoma veya Malassez sayim odalar1 ile konsantrasyon
belirlenmistir. DSO 2010 kriterlerinde sayim igin 100 um derinliginde bir haznenin

tercih edilmesini ve bu derinlige sahip olan gelistirilmis Neubauer hemositometresini
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Onermistir. Ayrca kapiller hareketle dolan sayim odalarinin hatali sonug¢ vermesini
Onlemek ve bu sayma kamaralarinin androloji laboratuarina dahil edilmeden 6nce
dogrulugunu saglamak i¢in gelistirilmis Neubauer hemositometresi ile
karsilastirilmas1 gerektigini vurgulamistir. Saymm odalar1 arasindaki farkliliklar
oldugu ve tutarsizliklarin kokeninin seyreltme islemi ve hacimdeki degiskenlikten
kaynaklandig: tespit edilmistir (Ginsburg ve Armant, 1990; Imade ve ark., 1993).
Diger hatalar arasinda lamel yerlestirilmesinin gecikmesi (semenin buharlagsmasina
izin verilmesinden dolayi), tamamen olgunlagsmamis, sperm olmayan hiicrelerinde
sayillmasi ve yetersiz alanda sayilan spermler degisken sonuglar ortaya konulabilir

(Shiran ve ark., 1995).

Tiim sayimm odalarinin semen Ozellikleri tarafindan maskelenmis olan giiclii
ve zayif yanlari vardir. Laboratuarlar hangi ozelliklerin en 6nemli oldugunu
belirleyerek buna goére daha guvenilir kamara segmelidir (Rothmann ve Reese,
2009). Ornegin; Makler kamaranin 40 milyon/ml’den daha diisiik konsantrasyonlarda
gelistirilmis Neubauer hemositometreye gore daha az giivenilir oldugu gosterilmistir.
Bu durum laboratuarlarin standart kamara sec¢imlerinde diisiinmesi gereken bir

ayrintidir (Sukcharoen ve ark., 1994).

Sperm Motilitesi

Saglikli bir sperm hiicresinin servikal mukusu agmasi ve tuba uterinada
bulunan yumurtayr dolleyebilmesi i¢in aktif olarak hareket etmesi gerekmektedir.
Sperm motilitesi; total sperm konsantrasyonunda hareket eden spermlerin yizdesi
olarak ifade edilmektedir. Semen motilitesi semen likefiye olduktan tercihen 30
dakika i¢inde degerlendirilmelidir. Bekleme ile pH ve 1s1 degisebileceginden dolay1
ve bu degisikliklerin de motiliteyi etkileyebilecegi diisiiniildiigii i¢in bu siire bir saati
geememelidir. Degerlendirme her laboratuar i¢in standardize edilmis oda sicakligi
veya 37°C’de olmalidir. Her Ornek icin 20 pm’lik derinlikte 1slak preparat
hazirlanmali, faz kontrast mikroskop altinda x 200-400 buyttmelerde inceleme
yapilmali ve en az bes mikroskopik alan taranarak toplamda en az 200 sperm hucresi

sayllmalidir. Sperm hicresinin a tipi (hizli dogrusal ilerleyici hareket), b tipi (yavas
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dogrusal ya da dogrusal olmayan ilerleyici hareket), c tipi (yerinde hareket) ve d tipi
(hareketsiz) olmak tzere dort tip hareketi vardir.

Motilite tayininin subjektif olarak yapilmas1 kisiler ve laboratuarlar arasinda
farkli sonuglara sebep olmaktadir. Bu nedenle DSO sperm hareketini degerlendirmek
icin kriterler belirlemistir. Mevcut kriterlerinde sperm motilitesini degerlendirirken
ileri hareketliligin belirlenmesinde hizi referans olarak almamustir. Ciinkii ilerleyici
hareketin hizl1 veya yavas olarak dogru bir sekilde degerlendirilmesi oldukga zordur

(Cooper ve Yeung, 2006; WHO, 2010). Buna gore ii¢ grup belirlenmistir.

e ileri hareket (Progresif Motilite, PR): Hiza bakmaksizin, dogrusal veya genis
bir daire igerisinde hareket eden sperm olarak tanimlanmaktadir.

e Yerinde hareket (Nonprogresif Motilite, NP): ilerlemeyle sonuglanmayan,
daha kiiglik dairelerde ylizme, basin yerinden zorlukla oynatildigi ya da
oynatilamadig1 kuyruk hareketi ile tanimlanmaktadir.

e Hareketsiz (Immotile, IM): Agik¢a belirgin bir hareket olmayan spermdir
(WHO, 2010).

DSO’niin 1999 yilinda yaymmladig: kriterlere gore, toplam hareketlilik
(hareketli olan sperm yiizdesi) i¢in alt referans sinir degeri % 50 iken, 2010
kriterlerinde % 95 giiven aralig1 38-42 olmasi ile % 40’a diismiistiir. 2010 Kkriterlerine
gore toplam hareketlilik yiizdesi diiserken, ileri hareket yiizdesi artis gostermistir.
1999 kriterlerine gore ileri hareket yuzdesi i¢in alt referans sinir degeri % 25 iken,
2010 kriterlerinde % 95 giiven araligt 31-34 olmasi sebebi ile % 32 olarak
belirlenmistir. DSO ayrica semenin inkiibe edilirken motilitenin olumsuz
etkilenmemesi icin sicaklik calismasida yapmistir. 2010 kriterlerini belirleyen 1953
semen numunesinden 206 tanesini oda sicaklifinda, geriye kalanlar1 ise 37-C’de
analiz etmisler ve bu sonuglar karsilastirildiginda motilite degerlerinde herhangi bir
tutarsizlik gdrmemislerdir. Ancak oda sicakliginda analiz edilen az sayida numune
olmast bu karsilagtirmayr siirlamigtir (Birks ve ark., 1994; Chiles ve Schlegel,
2015).
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Sperm Vitalitesi

Hareketsiz ama canli olan spermler ile 6lii spermlerin ayrimini saglayan bu
testte canlilik saglam bir hiicre membran1 varlig1 ile belirlenir. Bu ayrimi yapmak
klinik agidan ¢ok degerlidir. Ciinkii cok az sperm hareketi olan veya hi¢ olmayan
hastalarda ICSI tedavisi uygulayabilmek i¢in canli fakat hareketsiz spermi belirlemek
gerekir (Casper ve ark., 1996). Ayrica DSO’niin 2010 kriterlerine gore ileri hareketin

<40 oldugu durumlarda canlilik testinin yapilmasinin gerekli oldugu belirtilmistir.

DSO canlihk degerlendirilmesinde normal membran biitiinliigii olan
spermlerin alt referans smir degerini 1999 kriterlerinde % 75 olarak bildirmisken,
2010 kriterlerinde caligmaya katilan 6rneklerin % 95 giiven araligi 55-63 oldugu igin
% 58’¢ diisirmiistiir. 2010 kriterlerinde canlilik belirlemek igin 1106 semen
orneginde eosin-nigrosin yontemi kullanilmistir. Canlilik belirlemede bu yontemden
baska Eosin-Y ve hipoosmotik sisme (HOS) yontemleride vardir (Chiles ve Schlegel,
2015).

Eosin-Y; pratik bir yol olmasina ragmen, lam lamel arasi taze hazirlanan
ornekler oldugu i¢in uzun siire saklanamaz. Olii olan sperm hiicrelerin membranlar
hasarli oldugu i¢in hiicre i¢ine boya girisi olur ve o6li hiicreler pembe renkte

boyanirlarken, canli hiicreler boyay1 almayarak ayirt edilir (WHO, 2010).

Eosin-Nigrosin; Eosin Y’den farkli olarak arka planda kontrasti arttirarak
sperm baslarin daha kolay ayirt edilmesini saglamak i¢in nigrosin kullanilmaktadir.
Hazirlanan preparatlarin uzun yillar saklanabilmesi avantaj saglamaktadir. Eosin-Y
boyamada oldugu gibi 6lii sperm hiicreleri pembe boyanirken, canli hiicrelerin

boyanmamasi beklenir (WHO, 2010).

Hipoosmotik sigsme testi (HOS); ICSI yonteminde canli sperm segerken,
sperm boyanmasindan kaginilarak bu test tercih edilir. Saglam membran1 olan sperm
hiicreleri canlidir ve hipoosmotik bir ortama kondugunda sismesi ve sivi membran

boyunca tagindik¢a kivrilmasi beklenir (WHO, 2010).
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Sperm Morfolojisi

Semen analizinin en 6nemli basamaklarindan olan morfolojik degerlendirme,
spermin yapisal 6zelliklerini ortaya koymaktadir. Normal ya da anormal yapiya sahip
olan sperm hiicresinin yapisal Ozelliklerinin degerlendirilmesi; 151k mikroskobu,
elektron mikroskobu veya ¢esitli boyama teknikleri kullanilarak yapilmaktadir. Bu
boyalar arasinda; Papanicolaou, Hematoksilen-Eosin, Shorr, Giemza boyalar1 yer
almaktadir. DSO 2010 yilinda giincellemis oldugu bilgilere gore Papanicolaou
boyasinin sperm morfolojisi belirlemede en ideal boya oldugunu ancak bu yontemle
sperm degerlendirilmesinin uzun zaman aldigini belirtmistir. Bundan dolay1
giinimuzde sperm morfolojisini degerlendirmek i¢in hem kisa siirede sonu¢ veren
hem de sperm hiicresinin yapisal 6zelliklerini ayrintili bir sekilde gosteren ticari
boyama kitleri tercih edilmeye baglanmistir. Bu kitler arasinda Spermac ve Diff-Quik
en ¢ok kullanilan boyalardir (Aydos 2007; Ford 2010). Sperm incelenirken kullanilan
fiksasyon ve boya cesidinin tiiriine ve muamele edildikleri siireye bagli olarak sperm
hicresinde hafif kictlmeler olabilmektedir. Bunun sonucunda sperm hicresinin
anormal veya normal oldugunu gosteren kriterleri ortaya koymak zorlasmaktadir. Bu
nedenle bu kriterleri standardize etmek gerekmektedir. Morfolojik olarak
degerlendirmede belirli bir standardizasyonu saglamak igin en yaygin kullanilan
siniflandirma  sistemleri; DSO’niin  kriterleri ve Kruger (Tygerberg) strict
kriterleridir. Strict kriterler ilk kez 1986 yilinda Kruger ve arkadaslari tarafindan
tanimlanmis olup, 1990 yilinda Menkeveld ve arkadaslar: ile tekrar giincellenmistir.
DSO 1999 yilindan beri bu kriterleri kullanmaktadir (Kruger ve ark., 1988; WHO,
1999).

DSO 1999 yilinda yayimladig1 normal sperm morfolojisi igin alt referans sinir
degerini % 14 belirlemisken, 2010 kriterlerinde % 95 giiven aralif1 % 3-4 oldugu
icin % 4 olarak degistirmistir. Bu referans deger merkezi bir laboratuarda 1493,
ikinci bir laboratuarda 206 ve Gguncl bir laboratuarda 89 hasta numunesi galisilarak
toplamda 1788 fertil erkekten elde edilen sonuglarla belirlenmistir. Tygerberg strict
kriterlerine gore normal kabul edilen sperm morfolojisinin klinik ile uyumlu oldugu
IVF ve IUI yontemlerindeki basariyla desteklenmistir. Bu kriterlere gére normal

morfoloji % 4’ten kii¢iik oldugu durumlarda yumurta basina diisen fertilizasyon
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orani % 7,6 iken, % 4’iin iizerinde oldugu durumlarda % 63,9°dur. Dolayisiyla sperm
morfolojisi degerlendirilirken kesin kriterler tercih edilmektedir (Kruger ve ark.,
1988; Chilas ve Schlegel, 2015).

Normal spermin tanimlanmasi; normal sperm hiicre sekli, cinsel iligski sonrasi
servikal mukustan veya zona pellucida ylizeyinden alinan spermlerin analizi ile
belirlenmistir (Mortimer ve ark., 1982). Buna gore; yaklasik 60 um uzunluga sahip
olan normal bir sperm hiicresi bas, boyun, orta parca, esas parca ve son parcadan
olusmaktadir. Ancak 1s1k mikroskobu ile son par¢ay1r gormek zordur. Boyun, orta
parca, esas parca ve son parca spermin kuyrugunu olusturmaktadir. Bas ve kuyruk

yapisi kriterlere uygun olan spermler normal kabul edilir (WHO, 2010).

Kuyruk

S 5 \

0,5-1pm

2535um

Sekil 2.11. Spermac ile boyanmis normal morfolojili sperm goruntisu
(Memorial Sisli Tip Bebek Merkezi, http://www.tupbebek-
genetik.com/laboratuar-yontemleri/androloji-laboratuvari/
18.09.2017).

Sperm Basi

Normal sperm basi oval yapida olup, diizgiin sinirlara sahiptir. Sperm

hiicresinin  yapisal ~ Ozelliklerinin  mikroskop altinda saglikli  bir sekilde
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incelenebilmesi icin g¢esitli fiksasyon ve boyama teknikleri uygulanmaktadir.
Sekilleri 6nemli olgiide farkli olmasa da boyali sperm hiicrelerinin baslari, islem
gormemis semendeki canli sperm hiicrelerinin baslarindan biraz daha kiigiiktiir. Bu
kiiciilme miktarida hesaba katilarak basin boyu yaklasik 4-5 um uzunlugunda ve
genisligi ise 2,5-3,5 pum olmaktadir (Giinalp, 2008). Basin biiyilk boliimiini
icerisinde paternal DNA bulunduran yogun ve 6zellesmis ¢ekirdek olusturmaktadir.
DNA ve niikleer proteinlerin olusturdugu kromatin yapisi, somatik hiicrelerin
kromatin yapisi ile karsilastirildiginda daha siki yapidadir. Sperm kromatin yapisinin
% 85’inin protaminler, geriye kalan kismin ise histon proteinleri tarafindan
paketlendigi  diistiniilmektedir. DNA iplikleri sisteinden zengin protamin
molekiillerini sikica sararak c¢ok siki paketlenmis yapiyr olusturur. Sperm
kromatininin bu 6zelligi sayesinde, sperm hiicresinin kadin ve erkek genital sistemde
olusacak ve sperm (zerine negatif etkisi olan oksidasyon ve sicaklik artis1 gibi dis
etkilerden korundugu diisiiniilmektedir (Gatewood ve ark., 1987; Kosower ve ark.,
1992; Gineitis ve ark., 2000). Sperm basinda tiim bu yapilar1 saran, basin % 40-
70’ini kaplayan ve akrozom denilen oval bir yap1 bulunur (Menkveld ve ark., 2001).
Akrozom, fertilizasyon sirasinda akrozomal membran ve yumurta plazma
membranmin birlesmesi ile baslayan, akrozom reaksiyonu ile serbestlesen
hyaluronidaz ve proakrozin gibi enzimler bulundurur (Ford, 2010). Akrozomal
bolgede vakuol sayist < 2 olmali ve basin % 20’sinden fazlasini kaplamamalidir.

Post-akrozomal bolgede ise vakuol bulunmamalidir (WHO, 2010).

Sperm Kuyrugu

Sperm kuyrugunun hareketinden sorumlu olan yap1 aksonemdir. En icte
bulunan bu yap1 kuyruk boyunca uzanir. Merkezde yerlesmis bir ¢ift tiibiil ve onun
etrafinda bulunan 9 ¢ift mikrotiibiil yapisindan olugsmaktadir. Mikrotiibiiller dinein
ad1 verilen proteinlerden olugmustur. Periferal ciftlere eslik eden, 9 tane, ince ve
silindirik yapida, kuyruga elastik ve dayaniklilik saglayan yogun dis fiber yapilari
vardir. Bu dis fiberler kuyrugun % 60’1n1 olusturur (Sargin ve Arpali, 2011).
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Sekil 2.12. Spermin kuyruk yapist (Amann ve Graham, 1993’ten uyarlanmaistir).

Boyun Kismi

Spermin basini kuyruga baglayan boliimdiir. Yapisinda birkag mitokondri ve

baglant1 parcas1 bulunmaktadir.

Orta Parca

Normal spermin orta parcasi ince yapida, uzunlugu yaklasik olarak sperm

bas1 kadar, genisligi ise 1um olup, diizgiin sinirlara sahiptir. Ana ekseni sperm

basinin ana ekseni ile ayn1 hizadadir. Sitoplazmik artiklar sperm bag alaninin iicte

birinden daha az alam isgal etmelidir (Mortimer ve Menkveld, 2001). Sperm

DNA’sinin ana pargasi ¢ekirdek igindedir ancak kigUk bir bolimi orta parca

icerisinde yer alarak mitokondriyal kokenlidir. Bu DNA yapist kiiciik ve dairesel

olup, proteinlerle bagl degildir. Mitokondriler aksonemin digina yerlesmistir. Sperm

hiicresinin hareketliligi orta parga igerisinde bulunan mitokondriyal hacme ve burada
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yer alan DNA’da olusabilecek hasarlarla iliskilidir (Anderson ve ark., 1981; Kao ve
ark., 1998).

Esas Parca

Yaklasik 0,4-0,5 um capinda ve orta parcadan ince, uzunlugu yaklasik 45 um
olup kuyrugun en uzun pargasidir. Kuyruk kivrilabilir ancak keskin bir agi ile
kirilmamis olmalidir. Orta parga ve esas parca birbirinden anulus adi verilen bir
parcayla ayrilmistir. Esas parca fibroz bir kilifla kusatilmistir. Fibroz kilif, kuyruk
hareketinin plan1 ve seklini belirler (WHO, 2010; Sargin ve Arpali, 2011).

Son Parca

Kuyrugun en distal kismini olusturur ve 11k mikroskobu ile ayirt edilemez.

Fibroz kilif ve yogun dis fibril yapisi kaybolmustur (Sargin ve Arpali, 2011).

Anormal spermin tanimlanmasi; sperm hiicresi yukarida belirlenen 6zellikler
haricinde yapisal farkliliklar gosterdiginde anormal sperm hiicresi olarak
tanimlanmaktadir. Spermin yapisinda meydana gelen defektlere baglh olarak cesitli

malformasyon tipleri belirtilmistir.

Bags Defektleri

Biiytik ya da kiigiik, yassilasmis, armut seklini almis, yuvarlak, sekilsiz,
vakuol sayisinin > 2 olmasi veya bas alaninin % 20’den fazlasini kaplamasi, bas
alanimin % 40’indan az yer kaplayan kiigiik akrozom ya da > %70’inden fazla yer

kaplayan blyuk akrozom, ¢ift bas veya hepsinin kombinasyonu seklinde bulunabilir.
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Sekil 2.13. Sperm bas defektleri (Abnormal sperm,
http://fertilitysolutions.com.au/so-your-sperm-morphology-is-
low-should-you-be-worried/ 18.09.2017).

Boyun ve Orta Parca Defektleri

Bukuk boyun, orta parcanin basa asimetrik baglanarak ana ekseninin bagin
ana ckseni ile ayn1 hizada olmayisi, kalin veya anormal derecede ince olmast,

diizensiz yapida olmasi veya hepsinin kombinasyonu seklinde bulunabilir.

Kivrik Kalin Sitoplazmik droplet
i o o) o 0o
Yy @ ¥ ¥V Y ¥
Asimetrik ince Diizensiz

Sekil 2.14. Sperm boyun ve orta parca defektleri (Abnormal sperm,
http://fertilitysolutions.com.au/so-your-sperm-morphology-is-
low-should you-be-worried/ 18.09.2017).

Kuyruk Defektleri

Birden ¢ok sayida, kisa, kirik, keskin agili ve diizensiz yapida olmasi veya

hepsinin kombinasyonu seklinde bulunabilir.
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Cift kuyruk
Sekil 2.15. Sperm kuyruk defektleri (Abnormal sperm,

http://fertilitysolutions.com.au/so-your-sperm-morphology-is-
low-should-you-be-worried/ 18.09.2017).

Fazla Sitoplazma Kalintist

Spermatogenik siirecte meydana gelen defektlerle olusmus bu malformasyon
genelde spermin orta pargasinda yer alir ve basin tigte birinden daha biiyiik miktarda

diizensiz sitoplazma igermesi ile ayirt edilir.

Ozel Defektler

Morfolojik incelemeler sirasinda yukarida tanimlanmis defektler haricinde
Pinhead yani igne bash sperm ile kopuk veya serbest sperm baglarida goriilebilir.
Sperm konsantrasyonu, motilite ve morfoloji belirlerken bas ve kuyrugu biitiin olan
spermler degerlendirilmelidir. Serbest kuyruk ve serbest baslar sperm olarak
degerlendirilemeyecegi gibi anomali olarakta degerlendirilmemelidir. Gerekli

durumlarda sayilar1 ayrica belirtilmelidir.

Sperm morfoloji degerlendirilirken, bir spermde bir veya birden fazla anomali
ayni anda goriilebilir. Bir sperm basma diisen anomali sayist Teratozoospermi
Indeksi (TZI) olarak tanimlanmaktadir. Buna goére Oncelikle spermler normal ve
anormal olarak belirlenir. Biitlin anormal spermler bas, boyun/orta parca, kuyruk
kusurlar1 ve sitoplazmik droplet olmak Uzere dort kategoriye ayrilir (WHO, 1992).

Bu kusurlardan bir tanesi olabilecegi gibi iki, lic veya dort anomali es zamanl
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olarakta gorlebilir. Sayilan normal sperm sayisi, total sayilan spermden ¢ikarilarak
toplam defektli sperm sayis1 bulunur. Bu degerde bas, boyun/orta parca, kuyruk ve
sitoplazmik droplet anomalilerinin toplamina boliinlirek TZI degeri belirlenir. TZI
degerinin normal referansi, DSO tarafindan 1,60 olarak, Menkveld ve ark., tarafindan
ise 2,09 olarak bildirilmistir. DSO’ne gore 1,60 ve altinda ise, Menkveld’e gore 2,09
ve altinda ise normal kabul edilir (WHO, 1999; Menkveld ve ark., 2001).

2.8. Semen ve Sperme Ait Ozel Testler

Bazi durumlarda rutin semen analizi erkek fertilizasyon potansiyelini
belirlemede yetersiz kalabilmektedir. Bu nedenle dogru tani ve tedavi i¢in daha

gelismis testlere ihtiya¢ duyulabilmektedir.

2.8.1. Anti-Sperm Antikor (ASA) Testi

Ejakulatuar kanalda meydana gelen tikanma, gecirilmis genital enfeksiyonlar,
testikiiler travma, vazovazostomi veya vazoepididimostomi sonrasi anti-sperm
antikor geligebilir. Var olan risk faktorleri etkilerini kan-testis bariyerini bozarak
goOsterir. Sperm sayisinin normal referans araliklarinda oldugu fakat sperm
hareketinin az oldugu durumlarda, anormal viskozite, anormal likefaksiyon ve sperm

agliitinasyonunun oldugu durumlarda ASA degerlendirilmesi yapilmalidir (Turek,
1999; Ginalp, 2008).

ASA degerlendirilmesi sperm yiizeyinden direkt testle yapilabildigi gibi
serum ya da seminal plazma da indirekt testlerlede yapilabilir. Ancak sperm
yuzeyinde yapilan ASA degerlendirilmesi daha kiymetli veriler ortaya koymaktadir.
Giiniimiizde en ¢ok tercih edilen iki yontem vardir: Bunlar mikst antiglobulin
reaksiyon testi (MAR testi) ve immunobead test (IBT)’dir. IBT yontemi ile sperm
uzerindeki ve serumdaki anti-sperm antikorlar saptanabilmektedir. Bu yontemde
hareket spermler incelenmekte ve % 20’sinden fazlasinda anti-sperm antikor var ise
sonu¢ pozitif olarak degerlendirilmektedir. MAR yontemi ise IBT yontemi ile

karsilastirildiginda daha pratiktir. Direkt olarak sperm yiizeyi incelenir ve sperme
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yapisik partikiiller % 10’dan fazla ise sonug pozitif olarak degerlendirmektedir
(Aktas ve ark., 2007). Anti-sperm antikorlar1 pozitif ¢ikan erkekler incelendiginde
antikor baglanmis sperm sayisi yaridan fazla oldugu durumlarda gebelik oranlarinin
distiigii goriilmiistiir (Ayvaliotis ve ark., 1985). ASA pozitif tabloda en tercih edilen
tedavi IUD dir (Ombelet ve ark., 1997).

2.8.2. Sperm-Servikal Etkilesim Testleri

Beklenilen yumurtlamadan hemen 6nce girilen cinsel iligki sonrasi servikal
mukusun mikroskopik olarak incelenerek, hareketli sperm hiicresi aranmasi
prensibine dayanmaktadir. Test sonuglari subjektif olup, zamanlama ve
degerlendirmeye yonelik varyasyonlar olabileceginden dolayr tartisma konusudur.
Ancak oOykii ve fizik muayene sirasinda gozden kagirilan servikal faktorlerin

belirlenmesinde degerlidir (Giinalp, 2008).

2.8.3. Sperm Penetrasyon Testi (SPA)

Yumurtayr cevreleyen zona pellucida, sadece ayni tlire ait bir spermin
yumurta igine girmesine imkan vermektedir. Zona pellucida enzimlerle dikkat
edilerek parcalandiginda farkli tiire ait sperm hiicrelerinin de yumurta igine
girmesine izin vermektedir. Sperm penetrasyon testinde; kobaylardan alinan
oositlerin zona pellucida’st ¢ikarilir ve yikanmig insan spermi ile inkiibe edilerek
birlegsmesi saglanir. Sonu¢ olarak spermin kapasitasyonu, akrozom reaksiyonu,
oolemma flizyonu ve yumurta sitoplazmasi iginde meydana gelen reaksiyonlar
incelenir (Yanagimachi, 1984; Smith ve ark., 1987; WHO, 1999). Test sonuglarinin
zaman i¢inde degisiklik gdstermesi, test islemlerini standardize etmenin zorlugu ve
sonuglarin ¢ogunlukla laboratuar tecriibesine bagli olmasi 6nemli veriler sunan bu
testi kullanigsiz hale getirmektedir (Rogers ve ark., 1983; Aitken, 1985; Aitken ve
ark., 1993).
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2.8.4. Bilgisayar Yardimli Sperm Degerlendirme Sistemleri

Bilgisayar yardimli sperm analizi (CASA) objektif olarak sperm sayisi ve
hareketini degerlendirmektedir. Dijital video ve resimlerin incelendigi kayit ortamlari

olusturmaktadir (Davis ve ark., 1992; Davis ve Katz, 1992).

2.8.5. Sperm Kromatin Yapisinin Degerlendirilmesi

Infertilite problemi yasayan ¢ogu erkekte DNA hasar1 artis1 vardir (Irvine ve
ark., 2000; Duran ve ark., 2002). Bu sebeple sperm kromatin biitiinligiiniin
degerlendirilmesi  6nem  kazanmaktadir. Sperm  kromatin  anomalisinin
degerlendirlmesinde ¢esitli metotlar kullanilmaktadir. Bunlar arasinda Akridin oranj,
Kromomisin-A3 (CMAB3), toluidin mavisi, asidik anilin mavisi gibi boya yontemleri
kullanilarak anormal DNA yapilari belirlenebildigi gibi ticari bir kit olan halosperm
testi ile de sperm DNA biitiinliigii gosterilebilmektedir. Halosperm testine gore;
sperm hiicreleri agoroz matriks jele yerlestirilir ve denatiire olmasi igin asit soliisyon
ilave edilir. Denatlrasyon sonunda ¢ekirdek proteinleri agiga ¢ikarak, merkezi bir
cekirdek etrafinda bir halo olusur. Normal DNA’ya sahip olan spermlerde olusan
halo yapisi1 genisken, hasarli DNA igeren spermlerde ise ya ¢ok kuglktir ya da hig
olusmamaktadir (Fernandez ve ark., 2005). Ayrica sperm hiicresinin DNA
ipliklerinde var olan kirilmalar1 spesifik olarak tespit eden yontemlerde vardir.
Bunlar arasinda transferaz-mediated dUTP nick end-labeling (TUNEL) metodu ve
tek hiicre jel elektroforez (COMET) testleri bulunur.

2.8.6. Daha Az Kullamlan Ozel Testler

Ozel boyama yontemleri ile sperm akrozom reaksiyonu belirlenebilir. Hemi
Zona Assay (HZA) testi yani insan zona pellucidast baglama testi ile sperm islevi
degerlendirilebilmektedir. Semende bulunan I6kositlerin ve sperm hiicrelerinin
trettigi reaktif oksijen tlirevleri (ROS), sperm kreatinin kinaz olglimii gibi

biyokimyasal testler uygulanabilir (Ginalp, 2008).
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2.9. Semen Analizinde Bazi Degiskenler icin Kullamilan Terminoloji

DSO’niin  belirledigi referans degerlerle karsilastirildiginda bazi semen

degiskenlerinde goriilen farklar1 tanimlayabilmek i¢in genellikle sayilar yerine

kelimelerle ifade edilen bir terminoloji belirlenmistir (Guinalp, 2008). DSO 2010

kriterlerindeki alt referans sinir degerlerine gore belirlenen bu terminoloji Tablo
2.4°te oldugu gibi kullanilmaktadir (WHO, 2010).

Tablo 2.4. Semen analizinde DSO 2010 kriterlerine gére terminoloji.

Normozoospermi

DSO referans degerlerine uygun, normal semen

Oligozoospermi

Referans degerden diisiik sperm konsantrasyonu
(< 15 milyon/ml)

Astenozoospermi

Referans degerden diistik ileri hareket oran1 (< %
32)

Teratozoospermi

Referans degerden diisiik normal morfolojili
sperm orani (< % 4)

Oligoastenoteratozoospermi

Sayi, hareket ve morfoloji ac¢isindan g
degiskeninde birlikte gortlmesi

Azospermi

Semende hi¢ sperm hiicresi bulunmamasi

Kriptozoospermi

Taze semen Orneginde sperm hiicresi olmayip,
yiiksek hizda santrifiij sonras1 gériilmesi

Semen Orneginde canli sperm hiicre oraninin

Nekrozoospermi .
cansiz sperm hiicre oranindan az olmasi
, . Semende 10kosit i¢in referans deger olan 1
Loékospermi . ,
milyon/ml’den fazla olmasi
Aspermi Hi¢ semen elde edilememesi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hasta Orneklerinin Temin Edilmesi ve Gruplandiriimasi

Calisma 26.10.2016-20.04.2017 tarihleri arasinda Balikesir Universitesi
Saglik Uygulama ve Arastirma Hastanesi Androloji Laboratuvarina rutin semen
analizi i¢in miracaat eden, semen Ornekleri istenilen tahlil yoniinden degerlendirilip
sonuclar1 rapor edildikten sonra tibbi atik olarak ayrilan ve bu c¢alismada kullanimina
onay veren, yaslar1 18-50 aras1 toplam 100 adet goniilli hastanin Ornekleri ile
yapildi. Calismamiz Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan
Uygulamalar Etik Kurulu’nun 19.10.2016 tarih 2016/107 nolu izni ile (bkz. EK-2)
gerceklestirildi. Calismaya katilan her hasta i¢in bilgilendirilmis goniillii olur formu

ile izinleri alind1 (bkz. EK-3).

Hastalarla yapilan ilk goriismede 6rnek verecekleri giiniin 2-7 gunluk bir
cinsel perhiz siresine uyarak gelmeleri belirtildi. Cinsel perhiz slresi uygun olan
hastalara tizerinde isimlerinin etiketle yapistirildigi ve her birinin agirliginin tartilip
not edildigi numune toplama kaplar1 verildi. Hastalar, 6rnek verme sirasinda nelere
dikkat etmeleri gerektigi konusunda bilgilendirildi. Ornegi verdikten sonra
laboratuardaki ilgili gorevliye teslim etmeleri gerektigi agiklandiktan sonra kendileri
icin ayrilan 0rnek verme odasina yonlendirildi. Numune verme islemi sonrasinda
laboratuara getirilen numune kaplar1 semen hacmini belirlemek i¢in tekrar
tartildiktan sonra, likefaksiyon islemi i¢in 37°C sicakliktaki inkiibatore koyuldu.
Ornekler likefiye olduktan sonra rutin semen analizi yapildi. Sonuglar rapor
edildikten sonra kalan numune c¢alisma igin ayrildi. Mikroskobik olarak inceleme
yapilirken azospermi olarak degerlendirilen hastalar ¢alisma disinda tutuldu. 100
gondlli hastadan elde edilen semen orneklerinin Makler kamara ve Gelistirilmis
Neubauer hemositometre ile sperm sayim1 yapildi ve sperm konsantrasyonu ayri ayri
belirlenerek iki yontemin birbiri ile uyumu degerlendirildi. Daha sonra hastalar,

sperm konsantrasyonu; < 10, 10-20, > 20 (milyon/ml) olarak gruplara ayrild1 ve iki
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metodun bu referans gruplari arasindaki uyumu da incelendi. Ayrica viskdz ve
agliitinasyonu olan heterojen oOrneklerin sperm saymmini etkileyebilecegi
diistiniildiigii i¢in, bu hasta gruplart belirlenerek iki metot arasindaki Ol¢iim

hassasiyetinin degerlendirilmesi yapildi.

3.2. Semen Analizi

37°C’de inkiibe edilerek yaklasik olarak 30 dakikada likefiye olan semen
ornekleri DSO 2010 kriterlerine gore analiz edildi. Semen analizinde ilk olarak
makroskopik degerlendirme yapildi. Bu degerlendirme semenin rengi, kokusu,
viskozitesi, likefaksiyonu ve hacmini belirlemeye yonelikti. Daha sonra mikroskopik
degerlendirmeye alindi. Bu inceleme sperm sayisi, hareket 6zellikleri, morfoloji,
agliitinasyon ve agregasyon olup olmadigi, yuvarlak hiicre varligi, gerektigi
durumlarda canlilik belirlemeye yonelikti. Mikroskobik degerlendirme yapmak igin
semen iyice ¢alkanarak homojenize edildi ve pipetle 10 ul’lik 6rnek alinarak Makler
sayim kamarasina damlatildi. Olympus BX53 151k mikroskobu kullanilarak, 200X
biyltmede sperm konsantrasyonu ve sperm hareket Ozellikleri agisindan
degerlendirildi. Tleri hareketli sperm sayis1 < 40 olan hastalara eosin-nigrosin canlilik
testi yapildi. Semen 6rneginden smear hazirlandi, havada kurutuldu, fikse edilip Dift-
Quick ile boyandi. Takiben sperm morfolojisi 151k mikroskopu kullanilarak, 1000X
bliylitmede Kruger kriterlerine gore degerlendirildi.

3.3. Sperm Konsantrasyonu Belirleme Metotlar:

3.3.1. Makler Sperm Sayma Kamarasi

Prof Dr. Ammon Makler tarafindan gelistirilen bu kamara 20X objektifli 151k
mikroskobunda kullanilir. Kamara derinligi 10 p’dur. Bu derinlik sperm hticrelerinin
tek bir dizlemde hareketine olanak saglamaktadir. Toplam iki parca optik camdan
olusur. Ust camin {izerinde 0,1 x 0,1 mm’lik toplamda 100 kareden olusan bir 1zgara

sistemi vardir. Iki cam arasindaki aralik 4 quartz nokta ile sabitlenmistir. Izgara
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uzerinde bulunan 10 adet karede sayilan sperm sayisi milyon olarak mililitre basina

diisen sperm sayisini verir. Buna gore;

Likefiye olmus, iyi karismis ve seyreltilmemis taze semen Orneginden pipet
yardimt ile 10 pl aliarak, kamaranin merkezine damlatildi.

Uzeri iist camu ile hava kabarcig1 kalmayacak sekilde kapatildi.

Isik mikroskobunun 20X objektif kism1 kullanildi.

200X biiyiitme altinda yukaridan asagiya ya da soldan saga dogru yan yana
10 karelik bir alan icindeki bas ve kuyruk biitlinliigii olan spermler sayildi.
Komsu karelerde ayni sperm hiicresini saymaktan kagmak i¢in karenin L
seklini alan alt ve sol sinir ¢izgileri lizerinde yer alan spermler sayilirken, {ist
ve sag cizgi lizerindekiler sayima alinmadi.

Bulunan say1 ml’de ka¢ milyon sperm oldugunu gosterdi.

Yuvarlak hiicre konsantrasyonu da ayni1 yontemle belirlendi.

Kamara yeniden kullanim i¢in su ile kolayca yikandi ve cam temizleme

mendili ile kurutularak, yeni bir sayima hazir hale getirildi.

\NG CHgq,,
O WAKLER 06‘4,

v\

Sekil 3.1. Makler kamara gortntusu.

3.3.2. Gelistirilmis Neubauer Hemositometre

Gelistirilmis Neubauer hemositometresi; her biri cama kazilmis 3 x 3 mm

karelerden olusan iki sayma alanina sahiptir. Karelerin {izerine 0,44 mm kalinlikta
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0zel bir lamel kapatilir. 100 pm derinlige sahip olan bu kamaranin sayma alanlarinin

her biri dokuz tane 1 x 1 mm’lik karelere boliinmiistir.

Il

Jmm
4 5 6
7 8' g 1mm
| l
—»  |«—025mm —» | 020 mm

Sekil 3.2. Gelistirilmis Neubauer hemositometre sayim alanlari.

1, 3, 7 ve 9 numaral1 dort biiylik kare; her birinin hacmi 6,25 nl siv1 tutan 4
karelik 4 siradan olusur. 2 ve 8 numarali iki biiyilik kare; her birinin hacmi 5 nl siv1
tutan 5 karelik 5 siradan olusur. 4 ve 6 numaral iki biiyiik kare; her birinin hacmi 5
nl s1v1 tutan 4 karelik 5 siradan olusur. Ortada yer alan 5 numarali biiytlik kare ise her
birinin hacmi 4 nl s1v1 tutan 5 karelik 5 siradan olusur. Toplamda 1 x 1 mm’lik 9 tane
biylk kareye bolinen bu kamara sisteminin her bir buyuk karesinin hacmi 100

nl’dir. Sayim yapilacak olan alanlar semenin seyreltme orani ve sperm sayisina gore

belirlenir (WHO, 2010). Buna gore;

e Likefiye olmus, iyice karistirilarak homojenize edilmis ve seyreltilmemis
semen numenesinden pipet yardimi ile 10 pl alinarak lam {izerine alind1 ve
tizerine 22 x 22 mm’lik lamel hava kabarcig1 kalmayacak sekilde kapatilarak,
20 um derinlikte olan 1slak preparat hazirlandu.

e Hazirlanan preparat faz kontrast mikroskobunun 40X objektifi altinda
incelemeye alindi.

e Birkag alan taranip, gérme alani bagina diisen spermler sayildi.
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e Tablo 3.1’de yer alan sperm sayilarina gore uygun olan dilisyon oram

belirlendi.

Tablo 3.1. Islak preparattaki sperm sayisina gore belirlenen diliisyon oranlari.

gorme alan1 basina | Diliisyon oram
diisen sperm orani ul ul
Swim up 1+1 (1:2) 100 100
<15 1+4 (1:5) 100 400
15-40 149 (1:10) 50 450
40-200 1+19 (1:20) 50 950
> 200 1+49 (1:50) 50 2450

e Gerekli diliisyon oraninin saglanabilmesi igin dillent denilen, semeni
seyreltici fiksatif kullanildu.

e Bu fiksatif, 1000 ml saf su icinde 50 g sodyum bikarbonat (NaHCO3) ve 10
ml % 35 formalini ¢6zerek hazirlandi ve 4°C’de saklandi.

e Sayim yapilacagl zaman semen iyice karistirildi ve dilisyon oranma gore
belirtilen semen ve diliient, pozitif replasmanli pipet ile uygun hacimde aspire
edildi.

e Yapilan her pipetaj islemi sirasinda aspire edilen biitiin s1vi hacim aktarildi ve
pipetin hacmi etkileyecek ucu harig, dis kismi1 bu aktarim sirasinda hep
silindi.

e Hemositometrenin 6zel lameli hafif buhar yardimi ile sayim kamarasinin
izerine yerlestirildi ve yerinden oynamadig: teyit edildi.

e Seyreltilmis semen karisimi en az 15 sn boyunca vortekslendi.

e Pipet yardimi ile 2-3 kez daha aspire edilen seyreltilmis semen 6rneginden 10
ul alinarak hemositometrenin sayim alanina aktarildi.

e Hemositometre asir1 ya da daha az miktarda doldurulmaktan kaginildi.

e Seyreltilmis numune tekrar karistirilarak yine 10 pl aspire edildi ve

hemositometrenin diger alanida dolduruldu.
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e Hazirlanan hemositometre, igerigindeki spermin kamarada ¢dkmesi ve bu
siire icinde buharlagmasinin 6nlenmesi i¢in 15 dk boyunca hazirlanmis nem
odasinda bekletildi.

e Sayim i¢in faz kontrast mikroskobunun 20X’lik objektifi kullanildu.

e 9 tane biiylik sayim alaninda 5 numarali ve ortada yer alan 25 kiigiik kareli
sayma alani belirlendi.

e Bu sayim alanindaki kii¢iik karelerin her biri 3’1i ¢izgilerle gevrelenmistir.
Kare sinir1 bu li¢ cizgiden ortada yer alanidir. Buna gore, sperm basinin
biiylik boliimii iki i¢ sinir ¢izgisi arasinda ise sperm hiicresi sayildi, iki dig
siir ¢izgisi arasinda ise o kareye ait spermler arasinda sayilmadi. Ayrica
komsu karelerde ayni sperm hiicresini saymaktan kaginmak igin, iki komsu
kareyi ayiran ¢izgide kalan sperm hiicrelerinin basi, karenin sol ve alt orta
siirinda kalanlar sayima alindi, karenin sag ve st ¢izgisinde olanlar ise
sayima alinmadi.

e Bas ve kuyruk biitiinliigli olan spermler sayim i¢in kullanildu.

e Her numuneden alinan iki es 6rnekte en azindan 200’er sperm hiicresi sayildi.

e Bu sayitya ulasmak icin 5 numarali biiyiik kareyi olusturan 25 kii¢lik kareden
sol Tlstteki karede bulunan sperm sayis1 burada kac¢ alan sayilacagimi

belirlemektedir. Sayim alan1 Tablo 3.2°ye gore belirlendi.

Tablo 3.2. 5 numarali sayim alanina gore sayilacak alanlarin belirlenmesi.

25 karenin sol iist kosesinde yer

alan karedeki sperm sayisi Sayllacak Kare Sayist

<10 Alandaki 25 karenin tamamini say
10-40 Alandaki 10 kareyi say
>40 Alandaki 5 kareyi say

e Sperm sayisinin diisiik olmasindan dolay1 alandaki 25 kare sayildiginda 200
adet hiicreye ulasilamadiysa say1 200 olana kadar diger sayim alanlarinda

devam edildi. Gerektiginde biitiin alanlar sayildi.
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e Ayni numuneden alinan iki 6rnekteki sayimlar karsilastirildi. Sonuglar kabul
edilir dlciide ise hesaplamaya devam edildi. Uygun olmadig1 durumda tekrar
diliisyon hazirlanarak sayim islemi tekrar yapildi. Iki sayim sonucunun kabul
edilebilir Olgust, Tablo 3.3’te belirtilmistir. Burada iki sayim sonucunun
toplami1 ve farki hesaplandi. Eger fark tabloda verilen degerden daha diisiikse

sayim kabul edildi.

Tablo 3.3. Belirli bir toplam igin iki sayim arasindaki kabul edilebilir farklar

(WHO, 2010).
iki Sayim iki Sayim Iki Sayim
Sonucunun Sonucunun Sonucunun

Toplam Toplam Toplam

o | 12 | wa1ss | 24 | 32036 | 8
4147
sgse | 14 | 170182 | 26 | 6738 | B
55-62
6370
nre | 1 | 22226 | 29 | 4rass | AL
80-69
90-98
99-109
110-120
121131
12043 | 23 | 3038 | 35 | sesser | AT

e Sayim sonuglart uyumlu olan Orneklerde, sperm konsantrasyonu belirlemek
icin iki farkli sayimdan elde edilen toplam sperm sayis1 Tablo 3.4’te belirtilen
dilusyon faktorlerine bolundd. Dilisyon faktorl, 5 numarali alanda sayilan

kiiciik kare sayis1 ve diliisyon oranina gore belirlendi.
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Tablo 3.4. 5 numarali sayim alani igin dillisyon faktorleri.

Diliisyon Orani 25 Kare 10 Kare 5 Kare
1:2 100 40 20
1:5 40 16 8
1:10 20 8 4
1:20 10 4 2
1:50 4 1,6 0,8

e Eger 200 sperme ulasmak icin birden fazla alan sayildi ise Tablo 3.5’te

belirtilen dillisyon faktorleri kullanildi.

Tablo 3.5. Birden ¢ok sayilan alan i¢in diltisyon faktorleri.

Dilisyon | 2 3 4 5 6 7 8 9
Oram Alan | Alan | Alan | Alan | Alan | Alan | Alan | Alan
1:2 200 300 400 500 600 700 800 900
1:5 80 120 160 200 240 280 320 360
1:9 40 60 80 100 120 140 160 180

o Mililitredeki sperm konsantrasyonu, sayilan alan ve diliisyon oranlarinin
belirledigi diliisyon faktorlerine boliinen toplam sperm sayisi ile bulundu.

e Mililitredeki yuvarlak hiicre sayisida bu sekilde hesaplandi.

e Sayim iglemi sonrasinda hemositometre ve lamel, sperm ve sperm oldirtcu
ozelligi olan diliient maddesi kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in bir gece

dezenfektan madde iginde bekletildi (ESHRE; 2002; WHO, 2010)

71



3.4.Degerlendirme ve Istatistiksel Analiz

Sperm konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilan farkli iki metot ile elde
edilen verilerin ve semen parametrelerinin analizi, SPSS suriim 24 isimli istatistiksel
analiz programi ile yapildi. Bu veriler, ortalama, standart sapma, minimum ve
maksimum deger seklinde belirtildi. Farkli iki metotla elde edilen olgiimlerin
birbirleri ile iliskili olup olmadig1 ve ne kadar giiglii oldugunu gosterebilmek ig¢in
istatistiksel bir teknik olan korelasyon Katsayisi (r) kullanildi. R’nin sayisal degeri -
1.0 ile +1.0 arasinda degismektedir. Katsayilar, +1.0 veya -1.0’a ne kadar yakin
olursa dogrusal iligkinin giicii okadar yiiksek olur seklinde degerlendirilir.
Korelasyon, iki metodun iligkili olma derecesini belirler. Fakat yiiksek korelasyon,
iki yontem arasinda iyi bir uyum vardir anlamina gelmez. Bu nedenle tez
calismamizda yeterli bir Olglim olamayacagini disiindigimiiz igin iki 6lgclim
arasindaki uyumu tanimlamakta kullanilan en dogru yontem olan Bland-Altman
analizini kullandik. Bu 06l¢iim, karsilastirmali verileri analiz etmek i¢in uyum
siirlarini, grafik tekniklerini ve basit hesaplamalari igeren bir yaklasima sahiptir.
Grafik, karsilagtirilan iki yontem arasindaki farklar (Makler kamara-Gelistirilmis
Neubauer hemositometre), iki yontemin ortalamasina karsi ¢izilerek olusturuldu.
Gunku iki metotun Olctiigi gergek degerler bilinmemektedir. Gergek sperm
konsantrasyonunun en iyi tahmini gostergesi iki Ol¢iimle elde edilen ortalamalardir.
Ayrica bu analiz icinde Shapiro-Wilk testide kullanilmistir. Bu test, normallik
varsayimini sinayan en giiclii testlerden biridir. P>0,05 ise, dagilimin normal oldugu

karar verildi.
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4. BULGULAR

4.1. Rutin Semen Analizi Bulgulan

Bu calismaya, Balikesir Universitesi Saglk Uygulama ve Arastirma
Hastanesi Androloji Laboratuvarina rutin semen analizi testi i¢in gelen gontlli 100
hasta dahil edildi. Arastirmaya katilan 100 goniillii hasta icin yas ve incelenen semen
parametrelerinin dagilimlar1 Tablo 4.1’de gosterilmistir. Bu tabloya goére gonulli
hastalarin yaglar1 20-48 arasinda degismekte olup, ortalama yas 30,95 (£5,50), cinsel
perhiz sureleri 3-7 giin arasinda degismekte olup, ortalama cinsel perhiz suresi 3,98
(£1,00) giin, semen hacimleri ml cinsinden 0,3-9,6 ml arasinda degismekte olup,
ortalama semen hacmi 3,58 (x1,62) ml bulundu. Sperm konsantrasyonlart Makler
kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometresi ile ayr1 ayri belirlendi. Makler
kamara ile yapilan sayima gore sperm konsantrasyonlart milyon/ml cinsinden 0-641
milyon/ml arasinda degismekte olup, ortalama sperm konsantrasyonu 69,61 (+86,62)
milyon/ml, Gelistirilmis Neubauer hemositometre ile yapilan sayima gore sperm
konsantrasyonlart1 milyon/ml cinsinden 0,06-470 milyon/ml arasinda degismekte
olup, ortalama sperm konsantrasyonu 47,58 (+60,75) milyon/ml bulundu. Total
sperm sayilart her iki sayim odasina gore ayri ayri belirlendi. Makler kamara ile
yapilan sayima gore total sperm sayilart milyon adet cinsinden 0,3-1666,6 milyon
adet arasinda degismekte olup, ortalama total sperm sayisi 245,10 (£302,04) milyon
adet, Gelistirilmis Neubauer hemositometre ile yapilan sayima gore total sperm
sayilar1 milyon adet cinsinden 0,004-1222,0 milyon adet arasinda degismekte olup,
ortalama total sperm sayist 164,80 (£199,43) milyon adet bulundu. Makler kamara
ve QGelistirilmis Neubauer hemositometre arasindaki sperm konsantrasyon
farkliliklarinin belirlenmesi igin daha sonra Bland-Altman analizi ile iki metot
degerlendirildi. Yuvarlak hiicre konsantrasyonu da sperm konsantrasyonu gibi hem
Makler kamara hem de Gelistirilmis Neubauer hemositometre ile ayr1 ayri
degerlendirildi. Makler kamara ile yapilan sayima gore yuvarlak hiicre

konsantrasyonlar1 milyon/ml cinsinden 0-41 milyon/ml arasinda de§ismekte olup,
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ortalama yuvarlak hiicre konsantrasyonu 1,61 (£5,82) milyon/ml, Gelistirilmis
Neubauer hemositometre ile yapilan sayima gore yuvarlak hiicre konsantrasyonlari
milyon/ml cinsinden 0-35 milyon/ml arasinda degismekte olup, ortalama yuvarlak
hlcre konsantrasyonu 0,98 (+4,15) milyon/ml bulundu. Sperm hareketi a, b, ¢ ve d
tipi olarak kategorize edildi ve % birimi seklinde rapor edildi. Buna gore a tipi
motiliteye sahip sperm % cinsinden 0-53 arasinda degismekte olup, ortalama a tipi
hareket % 13,36 (£9,53), b tipi motilitiye sahip sperm % cinsinden 0-61 arasinda
degismekte olup, ortalama b tipi hareket % 31,73 (£15,11), c tipi motilitiye sahip
sperm % cinsinden 0-28 arasinda degigsmekte olup, ortalama c tipi hareket % 8,41
(£4.23) ve d tipi motiliteye sahip sperm % cinsinden 18-100 arasinda degigmekte
olup, ortalama d tipi hareket % 46,50 (x19,76) bulundu. Son olarak sperm morfoloji
degerlendirilmesi amaciyla Diff-Quik ile boyanan spermler Kruger’in kesin
kriterlerine gore incelenerek; normal sperm, bas-orta parga-kuyruk anomalisi,
sitoplazmik droplete sahip sperm yiizdesi ve TZI degeri belirlendi. Arastirmaya
katilan 100 goniillii hastanin 4 tanesinde morfolojik acidan degerlendirilecek sayida
sperm elde edilememesi sonucunda morfoloji n=96 hasta ile degerlendirildi. Buna
gore; normal morfolojiye sahip sperm orami % 0-27 arasinda degismekte olup,
ortalama normal morfolojili sperm % 9,32 (6,55), bas anomalisine sahip sperm
oran1 % 67-100 arasinda degigmekte olup, ortalama bas anomalili sperm % 84,64
(£8,85), orta parca anomalisine sahip sperm oran1 % 6-46 arasinda degismekte olup,
ortalama orta parca anomalili sperm % 23,44 (+8,41), kuyruk anomalisine sahip
sperm oranm1 % 7-82 arasinda degismekte olup, ortalama kuyruk anomalili sperm %
26,51 (£12,28), sitoplazmik droplete sahip sperm oran1 % 0-24 arasinda degismekte
olup, ortalama sitoplazmik dropletli sperm % 3,07 (£3,95), TZI degeri % 1,21-1,94
arasinda degismekte olup, ortalama TZI degeri 1,51 (£0,15) olarak bulundu.

Tablo 4.1. Arastirma popiilasyonu i¢in yas ve semen parametrelerinin dagilimi.

Parametreler N Ortalama Standart Minimum | Maksimum
Sapma
Yas (yil) 100 30,95 5,50 20 48
Cinsel perhiz siiresi (giin) 100 3,98 1,00 3 7
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Tablo 4.1 (devam). Arastirma popiilasyonu i¢in yas ve semen parametrelerinin
dagilim.

Hacim (ml) 100 3,58 1,62 0,3 9,6

Makler kamara ile yapilan
sayima gore sperm 100 69,61 86,62 0 641
konsantrasyonu (milyon/ml)

Gelistirilmis Neubauer
hemositometre ile yapilan
sayima gore sperm
konsantrasyonu (milyon/ml)

100 47,58 60,75 0,06 470

Makler kamara ile yapilan
sayima gore toplam sperm 100 245,10 302,04 0,3 1666,6
sayisi (milyon adet)

Gelistirilmis Neubauer
hemositometre ile yapilan
sayima gore toplam sperm

sayisi (milyon adet)

100 164,80 199,43 0,004 1222,0

Makler kamara ile yapilan
sayima gore yuvarlak hiicre | 100 1,61 5,82 0 41
konsantrasyonu (milyon/ml)

Gelistirilmis Neubauer
hemositometre ile yapilan

sayima gore yuvarlak hiicre 100 0,98 415 0 35
konsantrasyonu (milyon/ml)
A tipi motilite (%) 100 13,36 9,53 0 53
B tipi motilite (%) 100 31,73 15,11 0 61
C tipi motilite (%) 100 8,41 4,23 0 28
D tipi motilite (%) 100 46,50 19,76 18 100
Normal morfolojili sperm (%) | 96 9,32 6,55 0 27
Bas anomalisi (%) 96 84,64 8,85 67 100
Orta par¢a anomalisi (%) 96 23,44 8,41 6 46
Kuyruk anomalisi (%) 96 26,51 12,28 7 82
Sitoplazmik droplet (%) 96 3,07 3,95 0 24
TZI (%) 96 1,51 0,15 1,21 1,94
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4.2. Semenin Viskozite Durumuna Goére Hasta Dagilim Bulgular:

Rutin semen analizi uygulamasi sirasinda incelenen parametreler arasinda
semen viskozite durumu da yer almaktadir. Goniillii 100 hastanin semen 6rnekleri
viskozite acisindan degerlendirilerek, Tablo 4.2°de belirtildigi sekilde semen
viskozitesine gore hasta dagilimina yer verilmistir. Buna gore; calismaya katilan
gonalli hasta semenlerinin % 74’ normal, % 26’s1 ise viskoz ozellikte bulundu.
Daha sonra viskozite varliginin, Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometre ile elde edilen sperm sayim sonuglari iizerinde etkisi olabilirligi

Bland-Altman analizi ile degerlendirildi.

Tablo 4.2. Semen viskozitesine gore hasta dagilimi (%).

Hasta Grubu Ozellikleri N %
Normal 74 74,0
Viskoz 26 26,0
Total 100 100,0

4.3. Semende Agliitinasyon Varhgina Gore Hasta Dagilim Bulgular

Rutin semen analizi uygulamasi sirasinda incelenen parametreler arasinda
semen aglutinasyon durumu da yer almaktadir. Gonilli 100 hastanin semen
ornekleri agliitinasyon agisindan degerlendirilerek, Tablo 4.3’de belirtildigi sekilde
semende agliitinasyon varligina gore hasta dagilimina yer verilmistir. Buna gore;
calismaya katilan goniillii hasta semenlerinin % 91°1 agliitinasyon yok, % 9’u ise
aglitinasyona var olarak bulundu. Daha sonra agliitinasyon varliginin, Makler
kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre ile elde edilen sperm sayim

sonuglari iizerinde etkisi olabilirligi Bland-Altman analizi ile degerlendirildi.
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Tablo 4.3. Semende agliitinasyon varligina gore hasta dagilimi (%).

Hasta Grubu Ozellikleri N %
Agliitinasyon var 9 9,0
Agliitinayon yok 91 91,0

Total 100 100,0

4.4. Sperm Konsantrasyonlarinin Tamisal Gruplara Gore Dagilim

Bulgular:

ESHRE’nin belirlemis oldugu kriterler kullanilarak, sperm konsantrasyonu
referans araliklari; < 10 milyon/ml ise Patolojik, 10-20 milyon/ml ise Sinir Deger, >
20 milyon/ml ise Normal olarak tanisal gruplara ayrildi. Makler Kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometreden elde edilen sperm konsantrasyonlarin
almis oldugu tanisal degerlerin %’si Tablo 4.4’te oldugu gibi belirtildi. Buna gore;
Makler kamara ile belirlenen sperm konsantrasyonlarinin karsilik geldigi tanisal
gruplardaki hasta dagilmi; < 10 milyon/ml ise patolojik olan hasta % 22, 10-20
milyon/ml ise sinir deger olan hasta % 9, > 20 milyon/ml ise normal olan hasta % 69
olarak bulundu. Gelistirilmis Neubauer hemositometresi ile belirlenen sperm
konsantrasyonlarinin karsilik geldigi tanisal gruplardaki hasta dagilmi; < 10
milyon/ml ise patolojik olan hasta % 28, 10-20 milyon/ml ise sinir deger olan hasta
% 8, > 20 milyon/ml ise normal olan hasta % 64 olarak bulundu. Bu referans
araliklarina gore, Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemi

arasindaki sayim farkliliginin degerlendirilmesi Bland-Altman analizi ile yapildi.
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Tablo 4.4. Makler Kamara ve Gelistirilmis Neubauer Hemositometre ile belirlenen
sperm konsantrasyonlarinin tanisal gruplara gore dagilimi (%).

Sperm Makler Kamara Gehstmlm,; Neubauer
Konsantrasyonuna Hemositometre
Gore Tanisal
GruPIandlrma N % N %
(milyon/ml)
< 10 Patolojik 22 22,0 28 28,0
10-20 Sinir Deger 9 9,0 8 8,0
220 Normal 69 69,0 64 64,0
Total 100 100,0 100 100,0

4.5. Makler Kamara ve Gelistirilmis Neubauer Hemositometre Yontemi

Arasindaki Uyumun Bland-Altman Analizi ile Degerlendirilmesi

Ik olarak n=100 hasta tizerinden, Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometrenin birbiri ile iligskili olma derecesini belirlemek icin korelasyon
katsayist (r) hesaplandi. Katsayilar +1.0 veya -1.0’a ne kadar yakin olursa dogrusal
iligskinin giicli okadar yiiksek olarak degerlendirildi (r’nin sayisal degeri -1.0 ve +1.0
arasinda degismektedir). r=0,97 olarak bulundu. Bu durum karsilastirilan iki 6l¢iim
yonteminin yiiksek korelasyona sahip oldugunu gdstermesine ragmen, iki 6l¢tim
arasinda 1yi bir uyum vardir anlamina gelmediginden dolay1 sonraki adimda Bland-

Altman grafiginden yararlanildi.

Bland-Altman analizi igin, Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometre yontem karsilastirilmasi ¢alismasina iki yontemden elde edilen
Olclimlerin ortalamalaruna karsi farklarin sagilim grafiginin c¢izilmesi ile baslandi.
Sekil 4.1°de belirtildigi gibi ortaya ¢ikan grafikte y ekseni Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre dlgiimlerinin arasindaki farki, x ekseni ise iki
yontem arasindaki Olglimlerin ortalamasini gosterdi. Ayrica bu grafikte farklarin
sistematik olarak 0’dan farkliligina ve farklarin nekadar yaygin olduguna bakildi. iki
yontem arasindaki uyumun incelenmesi farklarin ortalamasi (d) ve standart sapma (s)

kullanilarak belirlendi. d+1,96s uyum sinir1 olarak degerlendirildi. Farklarin 0’1n
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etrafinda rastgale dagilmast ve % 95’inin d+1,96s arasinda olmasi farklarin normal
dagilimi oldugunu gosterdi. Buna gore, Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometre ile sperm konsantrasyon ol¢timleri karsilastirildiginda, iki yontem
arasindaki uyum farklarinin ortalamasi (d) 22,03 iken standart sapmasi 30,99 olarak
bulundu. %95’1 igin giiven araligi (d-1,96s ile d+1,96s) 15,89 ile 28,18 arasinda
tespit edildi. Istatistiksel sonuca gore; Makler kamaranin Gelistirilmis Neubauer

hemositometreye gore 22,03 birim yiiksek okudugu bulundu (Tablo 4.5).
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Sekil 4.1. Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait
Olctimlerin ortalamaya kars1 fark degerlerinin sacilim grafigi.

79



Tablo 4.5. iki 6l¢iime ait d ve uyum sinirlar.
(*=iki 6l¢iim sonucunun ortalama farki, *=Carpma islemi)

Uyum Sinirlan
Metot N Ortalama S;:mr:
P d+1,96*ss
Makler Kamara 100 69,61 86,62 52,42 - 86,80
listirilmis N
Gelistirilmis Neubauer 100 | 47,58 60,75 35,52 - 59,63
Hemositometre
Ortalama Fark 100 *22103 30,99 15,89 - 28,18
Ayrica farklarin normal dagilimi histogram ¢izilerek ve normallik

varsayaminl  Sinayan

testlerden biri

olan Shapiro-Wilk

testi  kullanilarak

dogrulanmaya calisildi (p>0,05 diizeyinde anlamli ise hipotez kabul edildi). P=0,73

bulundu ve dagilimin normal dagilimda oldugu yorumu yapildi (Sekil 4.2, 4.3, 4.4).
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Mormal Probability Plot of Difference=Konsmakler-Konsnebeur
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Sekil 4.3. Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre
yontemlerine ait olglimlerin karsilastirilmasina iligkin fark
grafigi.
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Sekil 4.4. Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre
yontemlerine ait ortalama degerler grafigi.
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4.6. Farkh Konsantrasyon Arabklarinda Makler Kamara ve
Gelistirilmis Neubauer Hemositometre Yontemi Arasindaki

Uyumun Bland-Altman Analizi ile Degerlendirilmesi

Sekil 4.1’de goriildiigii lizere Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometre Gl¢iim sonuglar1 arasinda 22,03 birimlik 6l¢iim farki bulundu. Bu
grafigin incelenmesi sirasinda sperm konsantrasyonu arttikca Slgiimler arasindaki
ortalama farkinda arttigi dikkatimizi c¢ekti. Bundan yola ¢ikarak ESHRE’nin
belirlemis oldugu kriterleri kullanip, sperm konsantrasyon referans araliklari; < 10
milyon/ml ise Patolojik, 10-20 milyon/ml ise Sinir Deger, > 20 milyon/ml ise
Normal olarak tanisal gruplara ayrildi. Bu referans araliklarindaki konsantrasyonlara
gore Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre 6l¢iim sonuglarinin

birbiri ile uyumu incelendi.

4.6.1. 0-10 Milyon/ml Referans Arahgindaki Konsantrasyonlara Gore

iki Yontem Arasindaki Uyumun Degerlendirilmesi

Ilk olarak Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometrenin
belirtilen referans araliginda, birbiri ile iligkili olma derecesini belirlemek icin
korelasyon katsayisi (r) hesaplandi. Katsayilar +1.0 veya -1.0’a ne kadar yakin olursa
dogrusal iliskinin giicii okadar yiiksek olarak degerlendirildi (r’nin sayisal degeri -1.0
ve +1.0 arasinda degismektedir). r=0,88 olarak bulundu. Bu durum karsilastirilan iki
Olcim yonteminin pozitif korelasyona sahip oldugunu gdstermesine ragmen, iki
Ol¢iim arasinda iyi bir uyum vardir anlamima gelmediginden dolay: sonraki adimda

Bland-Altman grafiginden yararlanildi.

Bland-Altman analizi igin Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometre yontem karsilastirllmasi ¢alismasina, 0-10 milyon/ml referans
araligina gore, iki yontemden elde edilen Glgiimlerin ortalamalariina karsi farklarin
sacilim grafiginin ¢izilmesi ile baglandi. Sekil 4.5°de belirtildigi gibi ortaya ¢ikan
grafikte y ekseni Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre
Olclimlerinin arasindaki farki, x ekseni ise iki yOntem arasindaki Ol¢limlerin

ortalamasini gosterdi. Ayrica bu grafikte farklarin sistematik olarak 0’dan farkliligina
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ve farklarin nekadar yaygm olduguna bakildi. Iki ydntem arasmndaki uyumun
incelenmesi farklarin ortalamasi (d) ve standart sapma (s) kullanilarak belirlendi.
d£1,96s uyum sinir1 olarak degerlendirildi. Farklarin 0’1n etrafinda rastgale dagilmasi
ve % 95’inin d+1,96s arasinda olmasi farklarin normal dagilimi oldugunu gdsterdi.
Buna gore, Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre ile sperm
konsantrasyon 6lgtimleri 0-10 milyon/ml referans araligina gore karsilastirildiginda,
iki yontem arasindaki uyum farklarinin ortalamasi (d) 2,20 iken standart sapmasi
3,06 olarak bulundu. %95’i i¢in giiven araligi (d-1,96s ile d+1,96s) 1,01 ile 3,39
arasinda tespit edildi. Istatistiksel sonuca gére; 0-10 milyon/ml referans araliginda,
Makler kamaranin Gelistirilmis Neubauer hemositometreye gore 2,20 birim yiksek
okudugu bulundu (Tablo 4.6).
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Sekil 4.5. 0-10 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve Gelistirilmis
Neubauer hemositometre yontemlerine ait Olglimlerin ortalamaya karsi
fark degerlerinin sacilim grafigi.
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Tablo 4.6. 0-10 milyon/ml referans araliginda iki dl¢iime ait & ve uyum sinirlari.
(*=iki 6l¢iim sonucunun ortalama farki, *=Carpma islemi)

Uyum Sinirlan
Metot N Ortalama S;:nc:;t
P d+1,96*ss
Makler Kamara 28 4,83 5,21 2,81 -6,85
Gellstlrllm!s Neubauer )8 263 277 1,55-3,70
Hemositometre
Ortalama Fark 28 %220 3,06 1,01-3,39

Ayrica farklarin normal

varsayaminl  Sinayan

testlerden

dagilimi histogram ¢izilerek ve normallik

biri olan Shapiro-Wilk

testi  kullanilarak

dogrulanmaya ¢aligildi (p>0,05 diizeyinde anlamli ise hipotez kabul edildi). P=0,71

bulundu ve dagilimin normal dagilimda oldugu yorumu yapild: (Sekil 4.6, 4.7, 4.8).
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Normal Probability Plot of Difference=Konsmakler-Konsnebeur
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Sekil 4.7. 0-10 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yoOntemlerine ait
Ol¢ciimlerin karsilagtirilmasina iligkin fark grafigi.
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Sekil 4.8. 0-10 milyon/ml referans aralifinda, Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yoOntemlerine ait
ortalama degerler grafigi.
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4.6.2. 10-20 Milyon/ml Referans Arahgindaki Konsantrasyonlara Gore

iki Yontem Arasindaki Uyumun Degerlendirilmesi

Ik olarak Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometrenin
belirtilen referans araliginda, birbiri ile iligkili olma derecesini belirlemek igin
korelasyon katsayisi (r) hesaplandi. Katsayilar +1.0 veya -1.0’a ne kadar yakin olursa
dogrusal iliskinin giicii okadar yiiksek olarak degerlendirildi (r’nin sayisal degeri -1.0
ve +1.0 arasinda degismektedir). r=0,83 olarak bulundu. Bu durum karsilastirilan iki
Ol¢iim yonteminin pozitif korelasyona sahip oldugunu gostermesine ragmen, iki
Olclim arasinda i1yi bir uyum vardir anlamina gelmediginden dolay1 sonraki adimda

Bland-Altman grafiginden yararlanildi.

Bland-Altman analizi i¢in Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometre yontem Kkarsilastirilmasi ¢alismasina, 10-20 milyon/ml referans
araligina gore, iki yontemden elde edilen olglimlerin ortalamalarina kars1 farklarin
sacilim grafiginin ¢izilmesi ile baslandi. Sekil 4.9’da belirtildigi gibi ortaya ¢ikan
grafikte y ekseni Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre
Olclimlerinin arasindaki farki, x ekseni ise iki yOntem arasindaki Ol¢limlerin
ortalamasini gosterdi. Ayrica bu grafikte farklarin sistematik olarak 0’dan farkliligina
ve farklarin nekadar yaygin olduguna bakildi. Iki yontem arasindaki uyumun
incelemesi farklarin ortalamasi (d) ve standart sapma (s) kullanilarak belirlendi.
d+1,96s uyum sinir1 olarak degerlendirildi. Farklarin 0’1n etrafinda rastgale dagilmasi
ve % 95’inin d+1,96s arasinda olmasi farklarin normal dagilimi oldugunu gosterdi.
Buna gore, Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre ile sperm
konsantrasyon Ol¢timleri 10-20 milyon/ml referans araligina gore karsilastirildiginda,
iki yontem arasindaki uyum farklarimin ortalamasi (d) 6,62 iken standart sapmasi
4,17 olarak bulundu. %951 igin giiven arahigi (d-1,96s ile d+1,96s) 3,14 ile 10,11
arasinda tespit edildi. Istatistiksel sonuca gore; 10-20 milyon/ml referans araliginda,
Makler kamaranin Gelistirilmis Neubauer hemositometreye gore 6,62 birim yiiksek

okudugu bulundu (Tablo 4.7).
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Bland-Altman Plot
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Sekil 4.9. 10-20 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve Gelistirilmis
Neubauer hemositometre yontemlerine ait Ol¢liimlerin ortalamaya karsi
fark degerlerinin sagilim grafigi.

Tablo 4.7. 10-20 milyon/ml referans araliginda iki dl¢lime ait d ve uyum sinirlari.
(*=Iki 6l¢iim sonucunun ortalama farki, *=Carpma islemi)

Uyum Sinirlari
Metot N Ortalama S;:n::t
P d+1,96*ss
Makler Kamara 8 21,25 6,45 15,85 - 26,64
GeI|§t|r|Im!§ Neubauer 8 14,62 3,25 11,91—17,34
Hemositometre
Ortalama Fark 8 *6,62 4,17 3,14-10,11

Ayrica farklarin normal dagilimi histogram c¢izilerek ve normallik
varsayamini  sinayan testlerden biri olan Shapiro-Wilk testi kullanilarak
dogrulanmaya ¢alisildi (p>0,05 diizeyinde anlamli ise hipotez kabul edildi). P=0,93
bulundu ve dagilimin normal dagilimda oldugu yorumu yapildi (Sekil 4.10, 4.11,
4.12).
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Sekil 4.10. 10-20 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yoOntemlerine ait
Ol¢iimlerin ortalamaya karst fark degerlerinin histogram
grafigi (%).
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Sekil 4.11. 10-20 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yoOntemlerine ait
Olctimlerin karsilastirilmasina iligskin fark grafigi.
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Sekil 4.12. 10-20 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yoOntemlerine ait
ortalama degerler grafigi.

4.6.3. > 20 Milyon/ml Referans Arahgindaki Konsantrasyonlara Gore

iki Yontem Arasindaki Uyumun Degerlendirilmesi

Ilk olarak Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometrenin
belirtilen referans araliginda, birbiri ile iligkili olma derecesini belirlemek icin
korelasyon katsayisi (r) hesaplandi. Katsayilar +1.0 veya -1.0’a ne kadar yakin olursa
dogrusal iliskinin giicli okadar yiiksek olarak degerlendirildi (r’nin sayisal degeri -1.0
ve +1.0 arasinda degismektedir). r=0,96 olarak bulundu. Bu durum karsilastirilan iki
6l¢iim yonteminin pozitif korelasyona sahip oldugunu gostermesine ragmen, iki
Olclim arasinda iyi bir uyum vardir anlamina gelmediginden dolay1 sonraki adimda

Bland-Altman grafiginden yararlanildi.

Bland-Altman analizi igin Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometre yontem Kkarsilastirilmas: calismasina, > 20 milyon/ml referans

araligina gore, iki yontemden elde edilen Glgiimlerin ortalamalariina karsi farklarin

sacilim grafiginin ¢izilmesi ile baslandi. Sekil 4.13 de belirtildigi gibi ortaya ¢ikan
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grafikte y ekseni Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre
Ol¢iimlerinin arasindaki farki, x ekseni ise iki yOntem arasindaki Olc¢limlerin
ortalamasini gosterdi. Ayrica bu grafikte farklarin sistematik olarak 0’dan farkliligina
ve farklarin nekadar yaygmn olduguna bakildi. ki yontem arasindaki uyumun
incelemesi farklarin ortalamasi (d) ve standart sapma (s) kullanilarak belirlendi.
d+1,96s uyum sinir1 olarak degerlendirildi. Farklarin 0’1n etrafinda rastgale dagilmasi
ve % 95’inin d+1,96s arasinda olmasi farklarin normal dagilimi oldugunu gosterdi.
Buna gore, Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre ile sperm
konsantrasyon 6lglimleri > 20 milyon/ml referans araligina gore karsilastirildiginda,
iki yontem arasindaki uyum farklarinin ortalamasi (d) 32,64 iken standart sapmasi
34,41 olarak bulundu. %95’ i¢in giiven aralig1 (d-1,96s ile d+1,96s) 24,04 ile 41,24
arasinda tespit edildi. Istatistiksel sonuca gore; > 20 milyon/ml referans araliginda,
Makler kamaranin Gelistirilmis Neubauer hemositometreye gore 32,64 birim yiiksek

okudugu bulundu (Tablo 4.8).
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Sekil 4.13. > 20milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve Gelistirilmis
Neubauer hemositometre yontemlerine ait dlgiimlerin ortalamaya karsi
fark degerlerinin sacilim grafigi.
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Tablo 4.8. > 20 milyon/ml referans araliginda iki 6l¢iime ait d ve uyum siirlart.
(*=iki 6l¢iim sonucunun ortalama farki, *=Carpma islemi)

Uyum Sinirlan
Metot N Ortalama S;:nc:;t
P d+1,96*ss

Makler Kamara 64 104,0 91,71 81,09-126,91

Gelistirilmis Neubauer 64 71,36 64,69 55,20 — 87,52
Hemositometre

Ortalama Fark 64 *32,64 34,41 24,04 -41,24

Ayrica farklarin normal dagilimi histogram ¢izilerek ve normallik

varsayamini  sinayan
dogrulanmaya ¢aligildi (p>0,05 diizeyinde anlamli ise hipotez kabul edildi). P=0,80
bulundu ve dagilimin normal dagilimda oldugu yorumu yapildi (Sekil 4.14, 4.15,

4.16).

testlerden biri
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Sekil 4.14. > 20 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yoOntemlerine ait
Ol¢iimlerin ortalamaya karst fark degerlerinin histogram
grafigi (%).
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Mormal Probability Plot of Difference=Konsmakler-Konsnebeur
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Sekil 4.15. > 20 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yoOntemlerine ait
Olctimlerin karsilagtirilmasina iliskin fark grafigi.
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Sekil 4.16. > 20 milyon/ml referans araliginda, Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yoOntemlerine ait
ortalama degerler grafigi.
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4.7. Semen Viskozitesinin Makler Kamara ve Gelistirilmis Neubauer
Hemositometre Yoéntemi Arasindaki Uyuma Etkisinin Bland-

Altman Analizi ile Degerlendirilmesi

100 goniillii hastanin semen 6rnegi viskdzite durumuna gore degerlendirildi.
n=26’s1 viskoz Ozellikte semene sahip oldugu belirlendi (Tablo 4.2). Buna gore;
viskdz olan ve olmayan semenin Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer

hemositometre yontemi arasindaki uyuma etkisi Bland-Altman analizi ile incelendi.

4.7.1. Viskoz Ozellikteki Semenin Makler Kamara ve Gelistirilmis
Neubauer Hemositometre Yontemi Arasindaki Uyuma Etkisinin

Degerlendirilmesi

[k olarak viskoz oOzellikteki semen numunelerinde Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometrenin birbiri ile iliskili olma derecesini
belirlemek icin korelasyon katsayisi (r) hesaplandi. Katsayilar +1.0 veya -1.0’a ne
kadar yakin olursa dogrusal iliskinin giicii okadar yiiksek olarak degerlendirildi
(r’nin sayisal degeri -1.0 ve +1.0 arasinda degismektedir). r=0,97 olarak bulundu. Bu
durum karsilagtirilan iki 6lgim yonteminin yliksek korelasyona sahip oldugunu
gostermesine ragmen, iki Ol¢lim arasinda 1yt bir uyum vardir anlamina

gelmediginden dolayr sonraki adimda Bland-Altman grafiginden yararlanildi.

Bland-Altman analizi icin Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometre yontem Kkarsilastirtlmasi1 ¢alismasina, viskéz Orneklerde iKi
yontemden elde edilen Ol¢limlerin ortalamalariina karsi farklarin sag¢ilim grafiginin
cizilmesi ile baglandi. Sekil 4.17°de belirtildigi gibi ortaya ¢ikan grafikte y ekseni
Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre Ol¢limlerinin arasindaki
farki, x ekseni ise iki yontem arasindaki 6l¢timlerin ortalamasini gosterdi. Ayrica bu
grafikte farklarin sistematik olarak 0’dan farkliligima ve farklarin nekadar yaygin
olduguna bakildi. Iki yontem arasindaki uyumun incelenmesi farklarin ortalamasi (d)
ve standart sapma (s) kullanilarak belirlendi. d+1,96s uyum smir1 olarak
degerlendirildi. Farklarin 0’in etrafinda rastgale dagilmasi ve % 95’inin d+1,96s

arasinda olmas1 farklarin normal dagilimi oldugunu gosterdi. Buna gore, Makler
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kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre ile sperm konsantrasyon o6l¢iimleri
visk6z oOrneklerde karsilastirildiginda, iki yontem arasindaki uyum farklarinin
ortalamasi (d) 24,77 iken standart sapmasi 31,35 olarak bulundu. %95’1 i¢in giiven
aralign (d-1,96s ile d+1,96s) 12,11 ile 37,43 arasinda tespit edildi. Istatistiksel sonuca
gore; viskdz numunelerde, Makler kamaranin  Gelistirilmis  Neubauer

hemositometreye gore 24,77 birim yiiksek okudugu bulundu (Tablo 4.9).
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Sekil 4.17. Visk6z semen orneklerinde Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometre yontemlerine ait Olglimlerin ortalamaya kars1 fark
degerlerinin sagilim grafigi.

Tablo 4.9. Viskdz semen drneklerinde iki 6lcuime ait d ve uyum sinirlari.
(*=Iki 6l¢iim sonucunun ortalama farki, *=Carpma islemi)

Uyum Sinirlan
Metot N Ortalama S;:m::art
P d+1,96*ss
Makler Kamara 26 60,92 65,72 34,38 — 87,47
Gelistirilmis Neubauer 26 36,15 37,13 21,15 - 51,15
Hemositometre
Ortalama Fark 26 *24,77 31,35 12,11-37,43
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Ayrica farklarin normal dagilimi histogram ¢izilerek ve normallik
varsayamini  sinayan testlerden biri olan Shapiro-Wilk testi kullanilarak
dogrulanmaya c¢alisild1 (p>0,05 diizeyinde anlamli ise hipotez kabul edildi). P=0,77
bulundu ve dagilimin normal dagilimda oldugu yorumu yapildi (Sekil 4.18, 4.19,
4.20).
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Sekil 4.18. Viskdz semen 6rneklerinde Makler kamara ve Gelistirilmis
Neubauer hemositometre yontemlerine ait  dlglmlerin
ortalamaya kars1 fark degerlerinin histogram grafigi (%).
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Sekil 4.19. Viskoz semen Orneklerinde Makler kamara ve Gelistirilmis
Neubauer hemositometre yOntemlerine ait 6lgumlerin
karsilastirilmasina iliskin fark grafigi.
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Konsnebeur vs Konsmakler
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Sekil 4.20. Viskoz semen Orneklerinde Makler kamara ve Gelistirilmis
Neubauer hemositometre yontemlerine ait ortalama degerler
grafigi.

4.7.2. Viskdz Olmayan Semenin Makler Kamara ve Gelistirilmis
Neubauer Hemositometre Yontemi Arasindaki Uyuma Etkisinin

Degerlendirilmesi

Ik olarak viskéz 6zellikte olmayan semen numunelerinde Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometrenin  birbiri ile iliskili olma derecesini
belirlemek i¢in korelasyon katsayist (r) hesaplandi. Katsayilar +1.0 veya -1.0’a ne
kadar yakin olursa dogrusal iliskinin gilicii okadar yiiksek olarak degerlendirildi
(r’nin sayisal degeri -1.0 ve +1.0 arasinda degismektedir). r=0,98 olarak bulundu. Bu
durum karsilastirilan iki 6l¢iim yonteminin yiiksek korelasyona sahip oldugunu
gostermesine ragmen, iki Olg¢lim arasinda iyi bir uyum vardir anlamina

gelmediginden dolayr sonraki adimda Bland-Altman grafiginden yararlanildi.

Bland-Altman analizi igin Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometre yontem karsilastirilmasi ¢alismasina, viskéz olmayan 6rneklerde iki
yontemden elde edilen 6l¢iimlerin ortalamalariina karsi farklarin sagilim grafiginin
cizilmesi ile baslandi. Sekil 4.21 de belirtildigi gibi ortaya ¢ikan grafikte y ekseni

Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre Ol¢limlerinin arasindaki
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farki, x ekseni ise iki yontem arasindaki 6l¢iimlerin ortalamasini gosterdi. Ayrica bu
grafikte farklarin sistematik olarak 0’dan farkliligina ve farklarin nekadar yaygin
olduguna bakildi. Iki yontem arasindaki uyumun incelenmesi farklarin ortalamasi (d)
ve standart sapma (s) kullanilarak belirlendi. d+1,96s uyum smir1 olarak
degerlendirildi. Farklarin 0’in etrafinda rastgale dagilmasi ve % 95’inin d+1,96s
arasinda olmasi farklarin normal dagilimi1 oldugunu gosterdi. Buna goére, Makler
kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre ile sperm konsantrasyon oél¢timleri
visk0z olmayan Orneklerde karsilastirlldiginda, iki yontem arasindaki uyum
farklarinin ortalamasi (d) 21,07 iken standart sapmasi 31,02 olarak bulundu. %95’
icin gliven arahigi (d-1,96s ile d+1,96s) 13,89 ile 28,26 arasinda tespit edildi.
Istatistiksel sonuca gore; viskdoz olmayan numunelerde, Makler kamaranin
Gelistirilmis Neubauer hemositometreye gore 21,07 birim yiiksek okudugu bulundu
(Tablo 4.10).
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Sekil 4.21. Visk6z olmayan semen Orneklerinde Makler kamara ve Gelistirilmis
Neubauer hemositometre yontemlerine ait l¢iimlerin ortalamaya karsi
fark degerlerinin sagilim grafigi.
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Tablo 4.10. Viskdz olmayan semen 6rneklerinde iki 6lglime ait d ve uyum sinirlari.
(*=iki 6l¢iim sonucunun ortalama farki, *=Carpma islemi)

Uyum Sinirlan
Metot N Ortalama S;:nc:;t
P d+1,96*ss
Makler Kamara 74 72,66 93,05 51,10 -94,22
listirilmis N

Gelistirilmis Neubauer 74 51,59 66,86 36,10 - 67,08
Hemositometre

Ortalama Fark 74 *21’07 31,02 13,89 -28,26

Ayrica farklarin normal dagilimi histogram c¢izilerek ve normallik
varsayamini  sinayan testlerden Dbiri olan Shapiro-Wilk testi kullanilarak
dogrulanmaya ¢aligildi (p>0,05 diizeyinde anlamli ise hipotez kabul edildi). P=0,70
bulundu ve dagilimin normal dagilimda oldugu yorumu yapildi (Sekil 4.22, 4.23,
4.24).
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Sekil 4.22. Viskdz olmayan semen Orneklerinde Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yoOntemlerine ait
Olclimlerin ortalamaya karsi fark degerlerinin histogram
grafigi (%).
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Mormal Probability Plot of Difference=Konsmakler-Konsnebeur
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Sekil 4.23. Visk6z olmayan semen Orneklerinde Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yoOntemlerine ait
Olctimlerin karsilastirilmasina iliskin fark grafigi.
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Sekil 4.24. Viskdz olmayan semen Orneklerinde Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yoOntemlerine ait
ortalama degerler grafigi.
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4.8. Semende Agliitinasyon Varhginin Makler Kamara ve Gelistirilmis
Neubauer Hemositometre Yontemi Arasindaki Uyuma Etkisinin

Bland-Altman Analizi ile Degerlendirilmesi

100 goniillii hastanin  semen ornegi agliitinasyon varligina gore
degerlendirildi. n=9’unda agliitinasyon belirlendi (Tablo 4.3). Buna gore;
agliinasyon (+) ve (-) semenin Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer

hemositometre yontemi arasindaki uyuma etkisi Bland-Altman analizi ile incelendi

4.8.1. Aglutinasyon (+) Olan Semenin Makler Kamara ve Gelistirilmis
Neubauer Hemositometre Yontemi Arasindaki Uyuma Etkisinin

Degerlendirilmesi

Ilk olarak aglitinasyon (+) semen numunelerinde Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometrenin birbiri ile iligkili olma derecesini
belirlemek i¢in korelasyon katsayist (r) hesaplandi. Katsayilar +1.0 veya -1.0’a ne
kadar yakin olursa dogrusal iliskinin giicii okadar yiiksek olarak degerlendirildi
(r’nin sayisal degeri -1.0 ve +1.0 arasinda degismektedir). r=0,97 olarak bulundu. Bu
durum karsilastirilan iki 6l¢iim yonteminin yiiksek korelasyona sahip oldugunu
gostermesine ragmen, iki Ol¢lim arasinda 1yi bir uyum vardir anlamina

gelmediginden dolayr sonraki adimda Bland-Altman grafiginden yararlanildi.

Bland-Altman analizi icin Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometre yontem karsilastirilmasi ¢aligmasina, agliitinasyon (+) 6rneklerde iki
yontemden elde edilen Ol¢limlerin ortalamalariina karsi farklarin sag¢ilim grafiginin
cizilmesi ile baglandi. Sekil 4.25°de belirtildigi gibi ortaya ¢ikan grafikte y ekseni
Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre Olglimlerinin arasindaki
farki, x ekseni ise iki yontem arasindaki 6l¢timlerin ortalamasini gosterdi. Ayrica bu
grafikte farklarin sistematik olarak 0’dan farkliligima ve farklarin nekadar yaygin
olduguna bakildi. Iki yontem arasindaki uyumun incelenmesi farklarmn ortalamasi (&)
ve standart sapma (s) kullanilarak belirlendi. d+1,96s uyum smir1 olarak
degerlendirildi. Farklarin 0’in etrafinda rastgale dagilmasi ve % 95’inin d+1,96s

arasinda olmas1 farklarin normal dagilimi oldugunu gosterdi. Buna gore, Makler
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kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre ile sperm konsantrasyon dl¢iimleri
aglitinasyon (+) orneklerde Kkarsilagtirildiginda, iki yontem arasindaki uyum
farklarinin ortalamasi (d) 60,67 iken standart sapmasi 51,55 olarak bulundu. %95’
icin giiven arahigi (d-1,96s ile d+1,96s) 21,04 ile 100,29 arasinda tespit edildi.
Istatistiksel sonuca gore; agliitinasyon (+) numunelerde, Makler kamaranin
Gelistirilmis Neubauer hemositometreye gore 60,67 birim yiiksek okudugu bulundu
(Tablo 4.11).
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Sekil 4.25. Aglatinasyon (+) semen Orneklerinde Makler kamara ve Gelistirilmis
Neubauer hemositometre yontemlerine ait dlgiimlerin ortalamaya karsi
fark degerlerinin sagilim grafigi.
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Tablo 4.11. Aglitinasyon (+) semen 6rneklerinde iki 6lglime ait d@ ve uyum sinirlart.
(*=iki 6l¢iim sonucunun ortalama farki, *=Carpma islemi)

Uyum Sinirlan
Metot N Ortalama S;:nc:;t
P d+1,96*ss
Makler Kamara 9 219,78 164,83 93,08 — 346,47
Gelistirilmis Neubauer 9 159,11 124,51 63,41 — 254,82
Hemositometre
Ortalama Fark 9 * 60,67 51,55 21,04 — 100,29

Ayrica farklarin normal dagilimi histogram ¢izilerek ve normallik
varsayamini  sinayan testlerden Dbiri olan Shapiro-Wilk testi kullanilarak
dogrulanmaya ¢aligildi (p>0,05 diizeyinde anlamli ise hipotez kabul edildi). P=0,91
bulundu ve dagilimin normal dagilimda oldugu yorumu yapildi (Sekil 4.26, 4.27,
4.28).
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Sekil 4.26. Aglutinasyon (+) semen Orneklerinde Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yoOntemlerine ait
Olctimlerin ortalamaya karsi fark degerlerinin histogram
grafigi (%).
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MNormal Probability Plot of Difference=Konsmakler-Konsnebeur
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Sekil 4.27. Aglitinasyon (+) semen oOrneklerinde Makler kamara ve

Gelistirilmis Neubauer hemositometre yoOntemlerine ait
Olctimlerin karsilastirilmasina iliskin fark grafigi.
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Sekil 4.28. Aglutinasyon (+) semen o6rneklerinde Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yoOntemlerine ait
ortalama degerler grafigi.
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4.8.2. Aglutinasyon (-) Olan Semenin Makler Kamara ve Gelistirilmis
Neubauer Hemositometre Yontemi Arasindaki Uyuma Etkisinin

Degerlendirilmesi

Ilk olarak aglutinasyon (-) semen numunelerinde Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometrenin birbiri ile iliskili olma derecesini
belirlemek i¢in korelasyon katsayisi (r) hesaplandi. Katsayilar +1.0 veya -1.0’a ne
kadar yakin olursa dogrusal iliskinin giicii okadar yiiksek olarak degerlendirildi
(r’nin sayisal degeri -1.0 ve +1.0 arasinda degismektedir). r=0,95 olarak bulundu. Bu
durum karsilastirilan iki 6l¢iim yOnteminin yiiksek korelasyona sahip oldugunu
gostermesine ragmen, iki Ol¢lim arasinda iyt bir uyum vardir anlamina

gelmediginden dolay1 sonraki adimda Bland-Altman grafiginden yararlanildi.

Bland-Altman analizi i¢in Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometre yontem karsilagtirilmasi galigmasina, agliitinasyon (-) drneklerde iki
yontemden elde edilen 6l¢timlerin ortalamalaruina karsi farklarin sagilim grafiginin
cizilmesi ile baglandi. Sekil 4.29°da belirtildigi gibi ortaya ¢ikan grafikte y ekseni
Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre Ol¢limlerinin arasindaki
farki, x ekseni ise iki yontem arasindaki ol¢ilimlerin ortalamasini gosterdi. Ayrica bu
grafikte farklarin sistematik olarak 0’dan farkliligina ve farklarin nekadar yaygin
olduguna bakildi. Iki yontem arasindaki uyumun incelenmesi farklarin ortalamasi (d)
ve standart sapma (S) kullanilarak belirlendi. d+1,96s uyum smir1 olarak
degerlendirildi. Farklarin 0’in etrafinda rastgale dagilmasi ve % 95’inin d+1,96s
arasinda olmasi farklarin normal dagilimi1 oldugunu gosterdi. Buna goére, Makler
kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre ile sperm konsantrasyon 6l¢iimleri
aglitinasyon (-) oOrneklerde karsilastirildiginda, iki yontem arasindaki uyum
farklarinin ortalamasi (d) 18,21 iken standart sapmasi 25,62 olarak bulundu. %95’
igin gliven araligi (d-1,96s ile d+1,96s) 12,88 ile 23,55 arasinda tespit edildi.
Istatistiksel sonuca gore; agliitinasyon (-) numunelerde, Makler kamaranin
Gelistirilmis Neubauer hemositometreye gore 18,21 birim yliksek okudugu bulundu

(Tablo 4.12).
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Sekil 4.29. Aglitinasyon (-) semen Orneklerinde Makler kamara ve Gelistirilmis
Neubauer hemositometre yontemlerine ait dl¢iimlerin ortalamaya karsi

fark degerlerinin sagilim grafigi.
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Tablo 4.12. Aglitinasyon (-) semen Orneklerinde iki 6l¢iime ait & ve uyum sinirlari.
(*=Iki 6l¢iim sonucunun ortalama fark1, *=Carpma islemi)

Uyum Sinirlar
Metot N Ortalama S;:n::t
P d+1,96*ss
Makler Kamara 91 54,76 57,96 42,69 - 66,83
Gelistirilmis Neubauer 91 36,54 36,26 28,99 — 44,10
Hemositometre
Ortalama Fark 91 * 18,21 25,62 12,88 — 23,55

Ayrica farklarin  normal

varsayaminl Sinayan

dogrulanmaya calisildi (p>0,05 diizeyinde anlamli ise hipotez kabul edildi). P=0,68

testlerden biri

dagilimi

olan Shapiro-Wilk
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bulundu ve dagilimin normal dagilimda oldugu yorumu yapildi (Sekil 4.30, 4.31,
4.32).
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Sekil 4.30. Aglutinasyon (-) semen o6rneklerinde Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yoOntemlerine ait
Ol¢iimlerin ortalamaya kars1 fark degerlerinin histogram
grafigi (%).
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Sekil 4.31. Aglutinasyon (-) semen orneklerinde Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yoOntemlerine ait
Olctimlerin karsilagtirilmasina iliskin fark grafigi.
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Konsnebeur vs. Konsmakler
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Sekil 4.32. Aglitinasyon (-) semen orneklerinde Makler kamara ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemlerine ait
ortalama degerler grafigi.
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5. TARTISMA

Bu tez calismasinin amaci; bir androloji laboratuar1 ortaminda sperm
konsantrasyonunun belirlenmesinde kullanilan 2 farkli yontemin birbirinin yerine
kullanilabilir olup olmadiginin belirlenmesidir. Makler kamara ile elde edilen sperm
konsantrasyon Ol¢limlerinin  dogrulugunu degerlendirmek icin, ESHRE’nin
belirlemis oldugu standart prosediire gore Gelistirilmis Neubauer hemositometre
kullanilarak 6l¢iilen konsantrasyon degerleri ile karsilastirildi. Her iki yontemle elde
edilen sonuglar birbiri ile pozitif korelasyon gostermesine ragmen, iki O6l¢iim
arasindaki farklar Bland-Altman analizi ile daha iyi goéraldi (r=0,97). Bu analize
gore; ortalama fark 22,03 birim olarak tamimlandi. Istatistiksel olarak, Makler
kamaranin Gelistirilmis Neubauer hemositometreye gore 22,03 birim daha yiksek
okudugu sonucuna varilldi. Bu bulgu Makler kamaranin yiiksek sperm
konsantrasyonu 6l¢tiigli sonucunu bulan daha 6nceki calismalar1 desteklemektedir
(Ginsburg ve Armont, 1990; Sukcharoen ve ark., 1994; Seaman ve ark., 1996;
Coetzee ve Menkveld, 2001; Lu ve ark., 2004).

Bailey ve ark. (2007) sperm konsantrasyonun belirlenmesinde kullanilan
Makler kamara, Gelistirilmis Neubauer hemositometre ve Leja slayti yontemlerinin
karsilagtirmasini Bland-Altman analizi ile degerlendirmis olup; 3 yontem arasinda iyi
bir korelasyon gostermistir. Ayn1 zamanda Gelistirilmis Neubauer hemositometreyi
altin standart olarak kabul edip, Leja slayt ile elde ettigi sonuglari, hemositometre ile
elde edilenlerden ortalama % 17 daha diisiik, Makler kamara sonuglarini ise ortalama
% 32 daha fazla bulmustur. Ayrica caligmaya katilan hastalari; sperm
konsantrasyonu < 20 milyon/ml ise oligospermik, > 20 milyon/ml ise normal
referans araliginda kategorize ederek, sayma yontemlerinin hasta teshisine olan
etkisini incelemistir. 3 metot arasindaki farklari, 6zellikle Makler kamara i¢in sperm
konsantrasyonu arttik¢a artmaktadir seklinde sonuclandirmis, Gelistirilmis Neubauer
hemositometre ve Makler kamaranin ¢ok diisiik sperm konsantrasyonlarinda en yakin
uyumu oldugunu bulmustur. Bizde bu calisma 15181nda, sperm konsantrasyonlarini

ESHRE’nin belirlemis oldugu referans araligina gore; 0-10 milyon/ml ise patolojik,
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10-20 milyon/ml ise sinir deger ve > 20 milyon/ml ise normal olarak gruplandirdik.
0-10 milyon/ml araligindaki iki sayim yontemi arasindaki uyum incelendiginde,
Makler kamaranin 2,20 birim yiiksek okudugu bulundu. 10-20 milyon/mi
araligindaki uyum incelendiginde Makler kamaranin 6,62 birim yiiksek okudugu ve
son olarak > 20 milyon/ml araligindaki uyum incelendiginde 32,64 birim yuksek
okudugu bulundu. Bu sonugla, bir dnceki ¢alismada bulunan sperm konsantrasyonu
arttik¢a iki metot arasindaki ortalama fark artar sonucu desteklendi. Bununla birlikte
0-10 milyon/ml arasindaki 6l¢timler i¢in 2,20 birimlik fark dnemliyken, bu deger >
20 milyon/ml i¢in anlamli olmamaktadir. Bu nedenle belirtilen referanslarda iki
Olcimin ortalama sonuglar1 ayri ayri belirtilerek, ayni referans araliginda birbirinin
ortalama kag¢ kati 6l¢iim yaptiklarina bakildi. Makler kamara 0-10, 10-20 ve > 20
milyon/ml referans aralilarinda sirasiyla ortalama 4,83, 21,25 ve 104,0 birim 6l¢lim
yapti. Gelistirilmis Neubauer hemositometre ise ayni referans araliklarinda sirastyla
ortalama 2,63, 14,62 ve 71,36 birim Ol¢lim yapti. Buna gére Makler kamara 0-10
milyon/ml araliginda Gelistilmis Neubauer hemositometreye gore 1,84 kat, 10-20
milyon/ml araliginda 1,45 kat, > 20 milyon/ml araliginda 1,46 kat daha yiiksek
okudu. Sonug olarak en diisik referans araligi olan 0-10 milyon/ml’de Makler
kamara hemositometrenin yaklagik iki kati kadar fazla 6l¢iim yapti ve Bailey ve
ark.’larmin ¢alismasinda ¢ok diisiik sperm konsantrasyonlarinda en yakin uyum
vardir sonucuna aksi bir sonug bulundu. Bu ¢alismaya benzer bir caligma Sukcharoen
ve ark. (1994) wyilinda yapilmis olup, Makler kamara ile elde edilen sperm
konsantrasyonlari, 40 milyon/ml tizerindeki konsantrasyonlarda hemositometreye
gore istatistiksel olarak farkli degildi. 40 milyon/ml’den daha diisiik olan semen

orneklerde ise asir1 tahmin edilen bir degisime neden oldu.

Sperm konsantrasyonlarimi analiz etmek i¢in farkli metodolojilerin
kullanilmasi, laboratuarlar arasindaki sperm sayisindaki degisimin baslica nedenidir
(Auger ve ark., 2000). Laboratuarlar arasindaki anlasmazliklar nedeni ile bir hasta
normal, digerinde ise patolojik olarak siniflandirilabilir (Neuwinger ve ark.,1990).
Bu da baz1 olumsuz psikososyal etkilere neden olabilir ve bazi bireylerin gebelik elde
etmek icin uygun yardimi alamayacagi anlamina gelir. Bu ¢alismanin bulgularina
gore; Makler kamaranin Gelistilmis Neubauer hemositometreye gore yiiksek okuma
egiliminden dolayr n=100 hastanin 6’s1 Makler kamara ile smir deger tanisi

almigken, Gelistirilmis Neubauer hemositometreye gore patolojik, 5’1 ise Makler
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kamaraya gore normal tanisi almisken, Gelistirilmis Neubauer hemositometreye gore
siir deger tanist almistir. Bu populasyonda ki 100 hastadan 11 tanesinde tani agik¢a
kullanilan sayim yontemine baghdir. Boylelikle farkli sayim yontemlerinin
kullanilmasi, genel taniyr etkileme potansiyeline sahip oldugu calismamizla

desteklenmistir.

Semen analizi, ozellikle de sperm sayis1 erkek fertilite potansiyelinin
degerlendirilmesi icin temel testtir. Onemine ragmen sperm sayimimi gerceklestirmek
icin kullanilan farkli sayim metotlarinin dogrulugu ve giivenilirligi hakkinda ¢ok az
sey bilinmektedir. Ilk yapilan calismalar farkli sayim odalarinin dogrulugunu
karsilastirmak i¢in semen Ornekleri kullandi. Ancak maalesef standart bir ¢oziim
kullanmadigi i¢in verilerin yorumlanmast zordu. Bilinen konsantrasyon partikiilleri
iceren ticari olarak bulunan ¢ozeltiler, sayma islemlerinin dogrulugunu ve
giivenilirligini arttirmak amaci ile laboratuarlarin kalite kontroliinde kullanilmak
lizere piyasaya sirilmiistiir. Peters ve ark. (1993)’te sperm sayimminda Kkalite
guvencesi icin semen icine eklenen lateks boncuklarinin kullanimi hakkinda rapor
etti. Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre ile gergeklestirilen
sperm sayimlari arasinda istatistiksel olarak Onemli bir tutarsizlik oldugunu
gozlemlediler.  Ortalama  Makler  sperm  konsantrasyonlarinin, ortalama
hemositometre dlglimlerine gore 1,6 kat daha fazla oldugunu buldular. Bu ¢aligma ile
bilinen bir konsantrasyona sahip lateks boncuk iceren ticari olarak temin edilen bir
soliisyonla sayim metotlarmin dogrulugu degerlendirilmekte, ayrica Ssemenin
viskozite, agliitinasyon ve olgunlasmamis formlarin varligi gibi semen
yogunlugundaki degisiklikler sayim farkliliklarina neden olabilecegi i¢in, olast hata

kaynaklarida ortadan kaldirilmaya ¢aligilmistir.

Bu tez calismasinda; Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometre ile elde edilen 6l¢iim sonucunu karsilastirirken, ayrica semen
yogunlugunu degistirebilecek 6zelliklerden olan viskozitesi ve agliitinasyon varligini
da degerlendirerek, iki sayim metodu arasindaki uyuma etkilerini inceledik. Makler
kamara Gelistirilmis Neubauer hemositometreye gore viskoz Ozellikteki semende
24,77 birim yuksek, visk6z olmayan semende ise 21,07 birim yiksek, aglitinasyon
(+) olan semende 60,67 birim yuksek, aglitinasyon (-) semende ise 18,21 birim

yiksek Olctiigii sonucuna varildi. Ozellikle agliitinasyon varhiginin iki metot
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arasindaki 6l¢iim sonuglarini etkiledigi ortaya konuldu. Ancak bu konuda daha 6nce

yapilmis bir ¢aligma olmadigi i¢in uyum karsilagtirmasi yetersiz kaldi.

Onceki arastirmalardan, kullanilan birgok yontemin hata derecesine sahip
oldugunu biliyoruz. Semenin dogal viskozitesi ve heterojenitesi, eksik karigim,
pipetleme hatalari, matematiksel hatalar bunlar arasinda sayilabilir. Bagka bir hata
kaynagi ve muhtemelen en 6nemli olan1 6rnekleme hatasidir. Dogas1 geregi 1ul
semen s1visi, digerine kiyasla ¢ok farkli niteliklere sahip olabilir. Bu nedenle daha iyi
karistirma, daha fazla sayida Ornekleme ve analiz basina sayilan sperm sayisini
arttirma ile mevcut hassasiyet iyilestirilebilir. Ayrica bazi literatiirle uygun olup,
bazilar1 ile celisen bu tez c¢alismasindan daha giivenilir sonuglar elde etmek icin
ornek sayisinin arttiritlmast ve her metotun kendi iginde tekrarlanmasi da yararl

olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, Balikesir Universitesi Saghik ve Uygulama Hastanesi
Androloji laboratuarina rutin semen analizi i¢in gelen goniillii hastalar kullanilmastir.
Hastalarin ilgili analizi yapildiktan sonra geriye kalan numune ile Makler kamara ve
Gelistirilmis ~ Neubauer  hemositometre  yontemleri  kullanilarak  sperm
konsantrasyonlar1 hesaplanmistir. Bununla birlikte tim hasta 6rnekleri viskozite ve
aglutinasyon durumu, konsantrasyonun 0-10 (patolojik), 10-20 (sinir deger) ve > 20

milyon/ml (normal) referans degerlerine gore alt gruplarina ayrilarak, incelenmistir.

Elde edilen verilerin birbirleri ile iliskili olup olmadigin1 ve ne kadar giiclii
oldugunu gosterebilmek i¢in istatistiksel bir teknik olan korelasyon katsayisi (r)
kullanilmigtir. Korelasyon analizi sonucunda, biltin gruplarda karsilastirilan iki
yontem arasinda pozitif korelasyon bulunmustur. Korelasyon iki degisken arasindaki
dogrusal iliskiyi tanimlarken, aralarindaki uyumu belirtmez. Bu sebeple yliksek
korelasyon olmasi iki yontem arasinda iyi bir uyum oldugunun kaniti degildir.
Korelasyon katsayisinin yetersiz kalist ve iki yoOntem arasindaki uyumu
degerlendirirken yaniltict  olabilecegi bilindigi i¢in Bland-Altman analizi
kullanilmistir. Bland-Altman analizi, Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometre yontemlerinden elde edilen veriler farkinin, ortalamalarina karsi
cizilen bir sa¢ilim grafigidir. Ortalamaya kars1 fark grafigi ¢izmek, 6l¢lim hatasi ile

gercek deger arasindaki muhtemel iliskiyi arastirmamiza yardimci olur.

Makler kamara ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre yontemleri n=100
hastada karsilastirildiginda, Makler kamara ortalama 69,61birim ve Gelistirilmis
Neubauer hemositometre ortalama 47,58 birim olarak bulunmustur. Iki ydntem
arasindaki uyum farklarinin ortalamasi 22,03 olarak tespit edilmistir. Buna gore
Makler kamaranin Gelistirilmis Neubauer hemositometreye gore 22,03 birim yiiksek

okudugu hesaplanmustir.
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Sperm konsantrasyonlarini analiz etmek i¢in farkli yontemlerin kullanilmasi,
laboratuarlar arasindaki veri farkliliginin baslica nedenidir. Bu farkliliklar sebebi ile
bir laboratuar sonucuna gore normal olarak degerlendirilen hasta, bir digerinde
infertil olarak simiflandirilabilir. Bu c¢alismada, Makler kamara ve Gelistirilmis
Neubauer hemositometre arasindaki sperm konsantrasyonu uyugmazliklart 11
hastanin teshisini etkilemistir. Bu ¢alismanin bulgularina gore; Makler kamaranin
Gelistirilmis Neubauer hemositometreye gore yiiksek okuma egiliminden dolayi, 100
hastanin 6’s1 Makler kamara ile smir deger (10-20 milyon/ml) tanis1 almisken,
Gelistirilmis Neubauer hemositometreye gore patolojik (0-10 milyon/ml), 5°i ise
Makler kamaraya gore normal (> 20 milyon/ml) tanist almisken, Gelistirilmis
Neubauer hemositometreye gore sinir deger (10-20 milyon/ml) tanisi almigtir. Bu tir
hatali teshisleri ortadan kaldirabilmek i¢in belirtilen referans araliklarinda iki
yontemin birbirine uyumunu inceledik. Buna gore; 0-10 milyon/ml referans
araliginda bulunan n=28 hasta karsilagtirlldiginda, Makler kamara ortalama 4,83
birim ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre ortalama 2,63 olarak bulunmustur.
Iki yontem arasindaki uyum farklarmin ortalamasi 2,20 olarak tespit edilmistir. Buna
gore Makler kamaranin Gelistirilmis Neubauer hemositometreye gore 0-10
milyon/ml referans araliginda, ortalama 2,20 birim yiiksek okudugu hesaplanmaistir.
10-20 milyon/ml referans araliginda bulunan n=8 hasta karsilastirildiginda, Makler
kamara ortalama 21,25 birim ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre ortalama
14,62 olarak bulunmustur. iki ydéntem arasindaki uyum farklarinin ortalamasi 6,62
olarak tespit edilmistir. Buna gore Makler kamaranin Gelistirilmis Neubauer
hemositometreye gore 10-20 milyon/ml referans araliginda, ortalama 6,62 birim
yiikksek okudugu hesaplanmistir. Son olarak > 20 milyon/ml referans araliginda
bulunan n=64 hasta karsilastirildiginda, Makler kamara ortalama 104,0 birim ve
Gelistirilmis Neubauer hemositometre ortalama 71,36 olarak bulunmustur. Iki
yontem arasindaki uyum farklarinin ortalamasi 32,64 olarak tespit edilmistir. Buna
gore Makler kamaranin Gelistirilmis Neubauer hemositometreye goére > 20
milyon/ml referans araliginda, ortalama 32,64 birim yiiksek okudugu hesaplanmistir.
Ayrica 2,20 birimlik fark 0-10 birimlik 6l¢iim igin nemliyken, > 20 birimlik bir
Olglimde anlamli olmayacaktir. Bu nedenle belirtilen referanslarda iki 6lgimin
ortalama sonuglar1 ayr1 ayr1 belirtilerek, ayni referans araliginda birbirinin ortalama
kag¢ kat1 6lgiim yaptiklarma bakilmistir. Buna gore Makler kamara 0-10 milyon/ml

araliginda Gelistilmis Neubauer hemositometreye gore 1,84 kat, 10-20 milyon/ml
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araliginda 1,45 kat, > 20 milyon/ml araliginda 1,46 kat daha yiiksek okumustur.
Sonug¢ olarak en diigiik referans araligi olan 0-10 milyon/ml’de Makler kamara
hemositometrenin yaklasik iki kat1 kadar fazla 6l¢iim yapmustir ve 0zellikle diisiik
konsantrasyonlarda Makler kamara kullaniminin asir1 tahmin edilen bir degisime

neden oldugu dikkate alinmalidir.

Ayrica sperm Kkonsantrasyonu belirlerken, semen &rneklerinde viskozite
degisiklikleri veya sperm kiimelesmesi gibi sperm yogunlugundaki degisiklikler de
olast hata kaynaklarinin nedenlerindendir. Karsilastirilan iki yontemin bu sartlar
altinda birbine uyumunu incelemek i¢in hasta numunelerini viskozite ve agliitinasyon
durumuna gore alt gruplara ayirarak olasi hata kaynaklarini ortadan kaldirmaya
calistik. Buna gore; viskozitesi (+) olan n=26 hasta karsilastirildiginda, Makler
kamara ortalama 60,92 birim ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre ortalama
36,15 olarak bulunmustur. Iki yontem arasindaki uyum farklarmn ortalamasi 24,77
olarak tespit edilmis ve Makler kamaranin Gelistirilmis Neubauer hemositometreye
gore 24,77 birim yiiksek okudugu hesaplanmistir. Viskozitesi (-) olan n=74 hasta
karsilastirildiginda, Makler kamara ortalama 72,66 birim ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometre ortalama 51,59 olarak bulunmustur. Iki ydntem arasindaki uyum
farklarinin ortalamasi 21,07 olarak tespit edilmis ve Makler kamaranin Gelistirilmis
Neubauer hemositometreye gore 21,07 birim yiiksek okudugu hesaplanmistir.
Aglitinasyon (+) olan n=9 hasta karsilastirildiginda, Makler kamara ortalama 219,78
birim ve Gelistirilmis Neubauer hemositometre ortalama 159,11 olarak bulunmustur.
Iki yontem arasindaki uyum farklarinin ortalamasi 60,67 olarak tespit edilmis ve
Makler kamaranin Gelistirilmis Neubauer hemositometreye gore 60,67 birim yuksek
okudugu hesaplanmistir. Son olarak aglutinasyon (-) olan n=91 hasta
karsilastirildiginda, Makler kamara ortalama 54,76 birim ve Gelistirilmis Neubauer
hemositometre ortalama 36,54 olarak bulunmustur. Iki yontem arasindaki uyum
farklarinin ortalamasi 18,21 olarak tespit edilmis ve Makler kamaranin Gelistirilmis
Neubauer hemositometreye gore 18,21 birim yiiksek okudugu hesaplanmistir. Ancak
bu konuda daha oOnce yapilmis bir ¢alisma olmadigi i¢in uyum karsilastirmasi

yetersiz kalmistir.
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Calismamizda karsilagtirilan iki yontemin bilinen gergek bir degeri yoktu.
Bizde Bland-Altman analizi ile ger¢ek degere en yakin oldugu disiinilen iki
Ol¢timiin ortalamasini kullanarak, metot uyumunu olgmeye c¢alistik. Sonu¢ olarak
Makler kamara her kosulda yiiksek okuma egilimi gostermistir. Tek bir gbzlemcinin
ayni kosullar altinda ayni1 yontemi kullanarak tekrarlanan ol¢limler yapildiginda da
aynt sonucu elde edebildigini gostermek Onemlidir. Bu nedenle daha giivenilir
sonuclar elde etmek i¢in 6rnek sayisinin arttirilmasi ve her metotun kendi iginde

tekrarlanmasi yararl olacaktir.
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EK-3.ASGARI BILGILENDIRILMiS GONULLU OLUR FORMU

Sperm Konsantrasyonunun Belirlenmesinde Makler Kamarasi ve Gelistirilmis
Neubauer Hemositometresi ile Yapilan Sayimlarin Tutarhhik Diizeyleri

BILGILENDIRILMIiS GONULLU OLUR FORMU

LUTFEN DIiKKATLICE OKUYUNUZ

Arastirma amaciyla yapilan bu c¢alismaya davet edilmis
bulunmaktasiniz. Bu g¢alismada yer almayr kabul etmeden oOnce
calismanin ne amagcla yapilmak istendigini anlamaniz ve kararmnizi
bu bilgilendirme sonrasi 6zgilirce vermeniz gerekmektedir. Size
0zel hazirlanmis bu bilgilendirmeyi litfen dikkatlice okuyunuz,
sorulariniza acik vanitlar isteviniz.

1) Calismanin amaci nedir?

Kisirlik goriilme sikligr giderek artan bir saglik sorunudur. Erkeklerde
kisirliga yonelik en sik kullanilan tan1 yontemi spermiyogram testidir. Spermiyogram
testinde hastadan elde edilen meni (cinsel salgi) igerisindeki iireme hiicrelerinin
miktar1 incelenir. Bu incelemede avantaji ve dezavantaji olan farkli yontemler
kullanilabilmektedir. Bu g¢alismanin amaci meni igerisindeki sperm yogunlugunu
belirlemede en sik kullanilan iki farkli yontemi karsilastirmak ve sonuglar arasindaki
uyumu incelemektir.

2) Katilma kosullari nedir?
Bu calismaya dahil edilmeniz i¢in doktorunuzun onay1 yeterlidir.
3) Nasil bir uygulama yapilacaktir?

Normalde spermiyogram tetkikiniz i¢in Androloji Laboratuvarina verdiginiz
menide gerekli incelemeler yapildiktan sonra artan 2-4 ml hacimli meni tibbi atik
olarak ¢ope atilmaktadir. Bu ¢alismaya katilmay1 kabul etmeniz durumunda ¢ope
atilan bu sivinin bir su damlasi kadarlik miktar1 tireme hiicrelerinizin yogunlugunu
belirlemek i¢in kullanilacaktir.

4) Sorumluluklarim nedir?

Aragtirma ile 1lgili olarak herhangi bir sorumlulugunuz bulunmamaktadir.
5) Katilimel sayisi nedir?

Arastirmada yer alacak goniilliilerin sayis1 yaklasik 100°diir.

6) Katihmim ne kadar siirecektir?

Bu arastirma i¢in katiliminiz sadece 6rnek verme siireniz ile sinirhidir.
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7) Cahismaya katilma ile beklenen olasi yarar nedir?

Calismaya katilmaniz size dogrudan bir yarar saglamayacaktir. Ancak bu
calismadan elde edilecek sonuglarin spermiyogram tetkiki istenen erkek hastalarda
tahlilin daha dogru ve daha hizli yapilmasini saglama olasilig1 bulunmaktadir.

8) Calismaya katilma ile beklenen olasi riskler nelerdir?

Calismaya katilmaz durumunda sizi bekleyen olasi bir risk bulunmamaktadir.
9) Hangi kosullarda arastirma dis1 birakilabilirim?

Arastirma dig1 birakilmaniza neden olacak herhangi bir durum yoktur.

10) Yeni bulgular

Aragtirma siirecinde yapilan uygulamaya yonelik sizi ilgilendirebilecek
herhangi bir gelisme oldugunda, bu durum size veya yasal temsilcinize derhal
bildirilecektir.

11) Arastirma siiresince ¢ikabilecek sorunlar i¢in kimi aramaliyim?

Arastirma haklariniz veya arastirmayla ilgili herhangi bir soru i¢in daha fazla
bilgi temin edebilmeniz igin 0505 6634287numarali telefondan Dr. F. Bahar Sunay
ile giiniin 24 saatinde erisime gegebilirsiniz.

12) Cahisma kapsamindaki giderler karsilanacak midir?

Bu calisma i¢in gerekli tiim masraflar arastiricilar tarafindan karsilanacaktir.
Calisma i¢in sizden herhangi bir Ucret talep edilmeyecektir.

13) Arastirmaya katilmay: kabul etmemem veya arastirmadan ayrilmam
durumunda ne yapmam gerekir?

Aragtirmaya katilmak tamamen gonullulik esasina dayanmaktadir.
Calismaya katilmama veya katildiktan sonra herhangi bir anda ¢alismadan
citkmahakkina sahipsiniz. Her iki durumda da bir ceza veya hakkiniz olan yararlarin
kayb1 kesinlikle s6z konusu olmayacaktir.

14) Katilmama iliskin bilgiler konusunda gizlilik saglanabilecek midir?

Size ait kim tibbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve arastirma
yayinlansa bile kimlik bilgileriniz verilmeyecektir. Ancak arastirmanin izleyicileri,
yoklama yapanlar, etik kurular ve resmi makamlar gerektiginde tibbi bilgilerinize
ulagabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi bilgilere ulagabilirsiniz.
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CALISMAYA KATILMA ONAYI

Yukarida yer alan ve calismaya baslamadan dnce goniillilye verilmesi gereken
bilgileri gosteren 3 sayfalik metni okudum. Aklima gelen tiim sorular1 arastirmaciya
sordum, bana yapilan tim aciklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim.
Calismaya katilmay1 isteyip istemedigime karar vermem icin bana yeterli zaman
tanindi. Bu kosullar altinda bana ait tibbi bilgilerin gdzden gegirilmesi, transfer
edilmesi ve islenmesi konusunda arastirma yiirlitiiciisiine yetki veriyor ve s6z konusu
arastirmaya iliskin bana yapilan katilim davetini higbir zorlama ve baski olmaksizin
blylk bir gondlltlik icerisinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel
yasalarin bana sagladig haklar1 kaybetmeyecegimi biliyorum.

"Sperm Konsantrasyonunun Belirlenmesinde Makler Kamaras1 ve Gelistirilmis
Neubauer Hemositometresi ile Yapilan Sayimlarin Tutarlilik Diizeyleri" baglikli
aragtirma kapsaminda kullanilan meni 6rnegimin

() Sadece yukarida bahsi gegen arastirmada kullanilmasina izin veriyorum.
() Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum.
Gonallindn (Kendi el yazisi ile)
Adi-Soyadi:
Imzas:
Adresi:
Telefon No, Faks No:
Tarih (glin/ay/yil): ..../..../....
Aciklamalar1 Yapan Arastiricinin (Doktorun)
Adi-Soyadi:
Imzas:
Tarih (glin/ay/yil):.../..../.....
Onay Alma Islemine Basindan Sonuna Kadar Tamikhk Eden Kurulus Gorevlisinin
Adi-Soyadi:
Imzas:
Gorevi:

Tarih (glin/ay/yil):...../....

136




137



